Genexpression und Wirkung von Faktoren der Blutgerinnungskaskade und des Komlementsystems in humanen retinalen Pigmentepithel (RPE)-Zellen by Dott, Britta
  
Genexpression und Wirkung von Faktoren der 
Blutgerinnungskaskade und des Komplementsystems  





zur Erlangung des akademischen Grades 
Dr. med. dent. 
 
an der Medizinischen Fakultät 






eingereicht von:  Britta Dott 
geb. am 13.04.1971 in Koblenz 
 
angefertigt an der   Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig,  
   Klinik und Poliklinik für Augenheilkunde 
 
Direktor:   Prof. Dr. med. P. Wiedemann 















Meinem Vater in Liebe und Dankbarkeit 
 
 





Genexpression und Wirkung von Faktoren der Blutgerinnungskaskade und des 
Komplementsystems in humanen retinalen Pigmentepithel (RPE)-Zellen 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
 
74 Seiten, 187 Literaturangaben, 19 Abbildungen, 7 Tabellen 
 
Die Arbeit beschreibt die Genexpression von Faktoren der Blutgerinnungskaskade und des 
Komplementsystems in humanen retinalen Pigmentepithel (RPE)-Zellen, sowie die Wirkung 
von Thrombin und der Komplementfaktoren C5a und C9 auf die Sekretion des vaskulären 
endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) und die Proliferation und Migration von kultivierten 
humanen RPE-Zellen. Es wird gezeigt, dass akut präparierte und kultivierte RPE-Zellen 
Faktoren des extrinsischen Weges der Blutgerinnungskaskade (FIII, FV, FVII, FX) sowie 
zentrale Faktoren der Komplementkaskade (C3, C5, C9) auf mRNA-Ebene exprimieren. Die 
Zellen exprimieren darüber hinaus Rezeptoren für Thrombin (PAR1, PAR3), FXa (EPR-1), 
C3 (C3AR) und C5 (C5AR). Es wird gezeigt, dass Thrombin in kultivierten RPE-Zellen 
verschiedene Wirkungen auf die Genexpression von Komplementfaktoren hat: es induziert 
eine Erhöhung der Genexpression von C9 sowie eine Verkleinerung der Genexpression von 
C3, C5, CFH und CFB. Es wird weiterhin gezeigt, dass Thrombin und C9 die Migration der 
RPE-Zellen stimulieren. Thrombin bewirkt eine zeitabhängige Erhöhung der Genexpression 
von VEGF-A und des VEGF-Rezeptors-1 (FLT1) sowie eine konzentrationsabhängige 
Erhöhung der Sekretion von VEGF-Protein aus RPE-Zellen. C5a induziert eine 
konzentrationsabhängige Verkleinerung der Sekretion von VEGF-Protein aus RPE-Zellen. 
Die Ergebnisse werden hinsichtlich ihrer Bedeutung für das Verständnis der Pathogenese der 
exsudativen Form der altersabhängigen Makuladegeneration diskutiert.  
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Abkürzungsverzeichnis 
 
AA/BAA  Acrylamid BisAcrylamid 
Akt   Akt-Proteinkinase 
AMD   Altersabhängige Makuladegeneration 
Anti-BrdU-Pod  anti- Bromodeoxyuridin-Peroxidase 
AP   Alkalische Phosphatase 
APS   Ammoniumpersulfat 
AQP   Aquaporin 
BCIP   5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 
bFGF   basischer Fibroblastenwachstumsfaktor 
bp   Basenpaare 
BrdU   5´-Bromo-2´-Deoxyuridin 
C3   Komplementfaktor 3 
C3aR   Komplementfaktor 3a-Rezeptor 
C5   Komplementfaktor 5 
C5a   aktivierter Komplementfaktor 5 
C5aR   Komplementfaktor 5a-Rezeptor 
C9   Komplementfaktor 9 
cDNA   copy Desoxynukleinsäure 
CFB   Komplementfaktor B 
CFH   Komplementfaktor H 
CNV   choroidale Neovaskularisation 
CT   cycle threshold 
d   desoxy 
DEPC   Dimethyldicarbonate 
DMF   Dimethylformamid 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxynukleinsäure 
DNAse   Desoxyribonuklease 
Doc   deoxycholic acid 
EDTA   Ethylendiamintetraazetat 
ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay 
EPR-1   effector cell peptidase receptor-1 
ERK   extracellular signal-regulated protein kinase 
FII   Blutgerinnungsfaktor II, Prothrombin 
FIII   Blutgerinnungsfaktor III, Gewebefaktor 
FV   Blutgerinnungsfaktor V 
FVII   Blutgerinnungsfaktor VII 
FVIII   Blutgerinnungsfaktor VIII 
FIX   Blutgerinnungsfaktor IX 
FX   Blutgerinnungsfaktor X, Stuart-Prower factor 
FKS   fötales Kälberserum 
flt-1   fms-like tyrosine kinase-1, VEGF-Rezeptor-1 
GAPDH   Glyzerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 
kDa   KiloDalton 
KDR   kinase insert domain-containing receptor, VEGF-Rezeptor-2 
M   Mol pro Liter 
MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MCP-1    monocyte chemoattractant protein-1 
mRNA   messenger ribonucleic acid 
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NBT   Nitrotetrazoliumblau 
NK   Negativkontrolle 
NTP   Nucleosidtriphosphat 
p   phospho- 
P   Irrtumswahrscheinlichkeit 
PAR1   Protease-aktivierter Rezeptor 1 
PAR3   Protease-aktivierter Rezeptor 3 
PBS   phosphate-buffered saline 
PCR   Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PDGF   platelet-derived growth factor 
Pen   Penicillin 
PVDF   Polyvinyldifluorid 
Rbt   rabbit 
rh   rekombinant human 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNase   Ribonuklease 
RPE   retinales Pigmentepithel 
RT   Reverse Transkription 
SDS   Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 
Strep   Streptomycin 
TBE    Tris-Borat-EDTA 
TBS   Tris-buffered saline 
TBST   Tris-buffered saline tween 
TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin,1,2-bis(dimethylamino)-ethan 
TF   Tissue factor, Gewebefaktor, Koagulationsfaktor III 
TMB   3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin 
TNF   Tumornekrosefaktor 
Tris   Tris-Hydroxymethylaminomethan 
UV   Ultraviolett 
VEGF   vascular endothelial growth factor 
 
EINLEITUNG   1
1. EINLEITUNG 
1.1. Das retinale Pigmentepithel (RPE) 
 
Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist eine einlagige Schicht von Zellen, die zwischen der 
Bruchschen Membran (einer mehrlagigen Struktur aus Extrazellulärmatrix) und dem 
Subretinalraum (der flüssigkeitsgefüllte Raum, in den die Photorezeptorsegmente 
hineinragen) lokalisiert ist (Abb. 1). An die Bruchsche Membran grenzen die fenestrierten 
Gefäße der Choriokapillaris (Abb. 1). Das RPE und die neurale Retina haben einen 
gemeinsamen ektodermalen Ursprung. Aus der inneren Schicht des zweiblättrigen 
Augenbechers bildet sich während der Ontogenese die Neuroretina, während sich aus der 
äußeren Schicht des Augenbechers das RPE entwickelt (Chow und Lang, 2001). Durch die 
Einstülpung des Augenbechers entsteht der Subretinalraum zwischen der 
Photorezeptorschicht und dem RPE. Die RPE-Zellen sind mit tight-junctions verbunden und 
bilden daher eine Diffusionsbarriere zur Choriokapillaris, so dass Substrate zwischen der 
neuralen Netzhaut und der Choroidea nur durch aktiven Transport durch die RPE-Zellen 







Abb. 1. Schematische Darstellung verschiedener Funktionen des RPE (Lichtabsorption, 
transepithelialer Transport von Ionen und Substraten, Ionenhomöostase, Regeneration des 
Sehpigments, Phagozytose von Photorezeptormembranen und Sekretion von regulatorischen 
Proteinen). MV: Mikrovilli. OS: Außensegment. PEDF: pigment epithelium-derived factor; 
VEGF: vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor. (Strauss, 2005) 
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 Das RPE besitzt vielfältige Funktionen, die die Aktivität und Ernährung der 
Photorezeptoren sicherstellen. Zu diesen Funktionen gehören z.B. die Absorption von 
überschüssigem Licht, die Regeneration des 11-cis-Retinals aus dem von den Photorezeptoren 
abgegebenen all-trans-Retinal (Baehr et al., 2003), die Phagozytose und Degradation der von 
den Spitzen der Photorezeptorsegmente abgestoßenen Membranen, die Aufrechterhaltung der 
Ionenhomöostase im Subretinalraum, die Flüssigkeitsabsorption aus dem Subretinalraum, der 
Transport von Energiesubstraten zu den Photorezeptoren und der Abtransport von 
Stoffwechselprodukten in die choroidalen Gefäße (Strauss, 2005) (Abb. 1).  
 Am apikalen Pol der RPE-Zellen befinden sich Mikrovilli, die fingerartig die 
Photorezeptorsegmente umgreifen (Abb. 1). Die Außensegmente der Photorezeptoren 
unterliegen einem ständigen Erneuerungsprozess; das RPE phagozytiert die abgeschnürten 
Endstücke (Disci) der Außensegmente. Eine Störung dieses Vorgangs bewirkt eine 
Ablagerung von Zelltrümmern im subretinalen Raum und damit eine Mangelversorgung der 
Photorezeptoren, die an Apoptose zugrunde gehen (Tso et al., 1994). Die Absorption von 
überschüssigem Licht durch das RPE erhöht die Sehschärfe und ist ein Schutz vor 
photooxidativem Stress in der Netzhaut. Die Photorezeptoren enthalten viele ungesättigte 
Fettsäuren. Durch die Lichteinstrahlung und dem hohen Sauerstoffverbrauch in den 
Photorezeptoren kommt es in den Photorezeptoren zu einer Peroxidation von Lipiden, die 
durch Sauerstoffradikale bewirkt wird (Kopitz et al., 2004). RPE-Zellen enthalten 
verschiedene Pigmente, z.B. Melaningranula, die Licht verschiedener Wellenlängen 
absorbieren (Beatty et al., 2001). Außerdem enthält das RPE enzymatische und andere 
Antioxidanzien, z.B. Carotinoide, durch die lichtgeschädigte Zellbestandteile regeneriert 
werden können (Boulton et al., 2001).  
 RPE-Zellen sezernieren trophische Faktoren in den Subretinalraum (pigment 
epithelium-derived factor, PEDF) und die Choriokapillaris (vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor, VEGF) (Abb. 1) (Adamis et al., 1993; Lopez et al., 1996; Witmer et al., 
2003; Strauss, 2005). Diese Faktoren sind für das Überleben der Photorezeptoren bzw. der 
choroidalen vaskulären Endothelzellen notwendig (Hellstrom et al., 2001; Strauss, 2005). Das 
von der basalen Seite der RPE-Zellen sezernierte VEGF hat zudem die Aufgabe, das Endothel 
der choroidalen Blutgefäße fenestriert zu halten (Burns und Hartz, 1992; Roberts und Palade, 
1995; Esser et al., 1998; Blaauwgeers et al., 1999).  
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1.2. Altersabhängige Makuladegeneration (AMD) 
 
Inflammatorische und degenerative Veränderungen des RPE führen zur altersabhängigen 
Makuladegeneration (AMD). AMD ist die hauptsächliche zur Erblindung führende 
Erkrankung der Netzhaut bei älteren Menschen in den Industriestaaten (Van Leeuwen et al., 
2003; Congdon et al., 2004; Klein et al., 2007). Die Zahl der betroffenen Menschen in 
Deutschland wird auf ca. 4,5 Millionen geschätzt. Epidemiologische Studien weisen auf den 
exponentiellen Anstieg der Prävalenz und Inzidenz jenseits des 50. Lebensjahres hin (Klein et 
al., 1992, 2002; Vingerling et al., 1995; Klaver et al., 2001). Die Prävalenz der Frühstadien 
der AMD beträgt 2-16 % zwischen 54 und 64 Jahren und bis zu 40 % bei über 85-Jährigen 
(Bressler et al., 1989; Klein et al., 1992; Mitchell, 1993; Vingerling et al., 1995). 
 
1.2.1. Trockene und feuchte Form der AMD 
 
AMD führt zu einer Abnahme der zentralen Sehschärfe mit Verzerrtsehen, Verlust des 
Lesevermögens und im ungünstigsten Fall zu einer Ausbildung eines Skotoms und damit zu 
einem kompletten Verlust der zentralen Sehschärfe innerhalb weniger Jahre. 90% der AMD-
Patienten leiden an der sog. trockenen Form; hier kommt es zu einer geographischen Atrophie 
des RPE mit nachfolgender Degeneration der Netzhaut. Diagnosekriterien sind das 
Vorhandensein von sog. Drusen, von Pigmentveränderungen am Augenhintergrund sowie 
einer geographischen Atrophie des RPE (Klein et al., 1991). Bei ca. 10% der Patienten 
entwickelt sich die feuchte (exsudative, neovaskuläre) Form der AMD, die durch eine von den 
choroidalen Blutgefäßen ausgehende Neovaskularisierung unterhalb der Fovea 
gekennzeichnet ist (choroidale Neovaskularisation, CNV). Dabei wachsen neue Blutgefäße 
durch die Bruchsche Membran unter das RPE bzw. durch das geschädigte RPE in den 
Subretinalraum. Da die neu gebildeten Blutgefäße eine dysfunktionale Blut-Retina-Schranke 
ausbilden, kommt es durch einen Einstrom von Serum und durch Blutungen zur Bildung eines 
subretinalen Ödems bzw. zu einer serösen Abhebung des RPE von der Bruchschen Membran 
(Campochiaro, 2000). Dies führt zu einer Schädigung und apoptotisch/nekrotischen 
Degeneration der Photorezeptoren (Miller, 2010) und somit zu einem fortschreitenden 
Sehverlust. Es entstehen subretinale fibrovaskuläre Membranen, die aus proliferierenden 
choroidalen vaskulären Endothelzellen und RPE-Zellen, sowie aus Müllerzellen, 
Makrophagen und Lymphozyten bestehen. Das Frühstadium der Erkrankung ist immer eine 
trockene AMD. Der feuchten AMD geht somit die trockene Form voraus. Das Endstadium  
EINLEITUNG   4
der AMD ist durch eine disziforme Narbe und ein irreversibles zentrales Skotom 
gekennzeichnet. 
 
1.2.2. Pathogenese der trockenen AMD 
 
Die trockene AMD ist durch Ablagerungen von Lipoproteinen im und unterhalb des RPE 
gekennzeichnet. Die peroxidierten Lipide der Photorezeptoren bewirken eine Veränderung 
der Photorezeptorproteine (Hollyfield et al., 2008). Diese Veränderungen führen dazu, dass 
die RPE-Zellen die Bestandteile der phagozytierten Membranen der Photorezeptorsegmente 
nicht mehr effektiv verdauen können (Anderson et al., 2002; Krohne et al., 2010). Dadurch 
kommt es zu einer Akkumulation von Lipofuszin in den RPE-Zellen sowie von 
lipoproteinhaltigen Drusen unterhalb der Zellen. Zudem stellt auch eine fettreiche Ernährung 
ein Risikofaktor für dieAMD dar (Van Leeuwen et al., 2003). Plasmalipide wie Cholesterol 
und Triglyzeride können in der Bruchschen Membran akkumulieren und so zur 
Drusenentstehung beitragen (Cousins et al., 2002; Seddon et al., 2003; Klein et al., 2010).  
 Das Vorhandensein von Drusen zwischen dem RPE und der Bruchschen Membran 
ist eine normale Alterserscheinung (Coffey et al., 1986). Bei bis zu 80% aller Patienten über 
60 Jahre finden sich makuläre oder paramakuläre Drusen. Während harte (noduläre) Drusen 
kleiner sind und wahrscheinlich kaum Bedeutung für die Pathogenese der AMD haben (Klein 
et al., 1991), sind weiche (exsudative) Drusen, die aus harten Drusen hervorgehen können 
(Bird et al., 1995), größer. Weiche Drusen können sich im Laufe der Zeit vergrößern und 
miteinander verschmelzen sowie eine RPE-Abhebung von der Bruchschen Membran 
bewirken. Weiche Drusen und Depigmentierungen stellen die wesentlichen 
Fundusveränderungen dar, die das Risiko einer späteren AMD erhöhen (Smiddy und Fine, 
1984; Bressler et al., 1990; Pauleikhoff et al., 1990; Holz et al., 1994).  
 Mit zunehmendem Alter verringern sich die Zahl und damit die Dichte der RPE-
Zellen, weil regelmäßig einzelne Zellen zugrunde gehen. Da sich aber die RPE-Zellen 
normalerweise nicht teilen (postmitotische Zellen) und die Netzhaut ihre Fläche nicht 
verändert, findet ein Ausgleich durch eine horizontale Vergrößerung der Zellen statt. Die 
abgestorbenen Zellfragmente incl. des Lipofuszins können auch als Material für die 
Drusenentstehung Verwendung finden (Burns und Feeney-Burns, 1980; Feeney-Burns et al., 
1980; Ishibashi et al., 1986). Zu den exogenen pathogenen Faktoren der AMD gehören neben 
einer fettreichen Ernährung der Grad der Sonnenlichtexposition (Young, 1988; Klein et al., 
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1993; Cruickshanks et al., 2001; Tomany et al., 2004) sowie das Rauchen (Smith et al., 2001; 
Schmidt et al., 2006; Chakravarthy et al., 2007; Francis et al., 2007).  
 
1.2.3. Pathogenese der feuchten AMD 
 
Eine Anhäufung von weichen Drusen zwischen dem RPE und der Bruchschen Membran 
erhöht das Risiko, dass sich aus einer trockenen eine feuchte AMD mit CNV entwickelt 
(Young, 1987). Die Ausbildung einer CNV ist wahrscheinlich eine Reaktion auf eine Hypoxie 
der Photorezeptoren. Die Lipidproteinablagerungen in den Drusen bilden eine hydrophobe 
Barriere und stören so den Transport von Sauerstoff und Stoffwechselprodukten zu und von 
den Photorezeptoren. Die Hypoxie induziert die Produktion und Freisetzung von löslichen 
angiogenen Faktoren, die das Wachstum von Blutgefäßen anregen und die Blut-Retina-
Schranke öffnen. Diese Faktoren bewirken zugleich eine Inflammation. Der hauptsächliche 
angiogene Faktor, der bei der Entwicklung einer CNV eine Rolle spielt, ist VEGF (D'Amore, 
1994; Baffi et al., 2000; Spilsbury et al., 2000; Schwesinger et al., 2001) Die 
Neovaskularisierung stellt einen Versuch des Gewebes dar, hypoxisch-ischämische 
Netzhautbereiche wieder zu perfundieren und mit Sauerstoff zu versorgen. Der genaue 
Mechanismus, wie Drusen die Entwicklung einer CNV induzieren, ist aber bis jetzt nicht klar. 
Hierbei können inflammatorische Komponenten der Drusen (wie Komplementfaktoren; siehe 
1.2.5.), die u.a. die Produktion von VEGF in RPE-Zellen stimulieren, eine pathogene Rolle 
spielen. 
 
1.2.4. Rolle von angiogenen Faktoren bei der Pathogenese der feuchten AMD 
 
Die Freisetzung von angiogenen Faktoren wie VEGF aus retinalen Zellen ist ein zentraler 
Schritt in der Pathogenese der feuchten AMD. VEGF wird von RPE-Zellen, Müllerzellen und 
einwandernden Makrophagen produziert (Ishibashi et al., 1997; Adamis et al., 1993). VEGF 
wird konstitutiv vom RPE an die Choroidea abgegeben, um die choroidalen Blutgefäße 
fenestriert zu halten (Burns und Hartz, 1992; Roberts und Palade, 1995; Esser et al., 1998; 
Blaauwgeers et al., 1999). Eine Überproduktion von VEGF im RPE fördert die Entwicklung 
einer CNV (Spilsbury et al., 2000; Schwesinger et al., 2001). Eine erfolgreiche, aber teure und 
monatlich anzuwendende Therapie der CNV ist die intravitreale Injektion von Anti-VEGF-
Antikörpern bzw. anderen Mitteln, die die Wirkung von VEGF inhibieren (Miller, 2010; Das  
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et al., 2011; Campa und Harding, 2011; Chiang und Regillo, 2011). Zu diesen VEGF-
Inhibitoren gehören das Anti-VEGF-Aptamer Pegaptanib (Macugen®) und das monokonale 
Antikörperfragment Ranibizumab (Lucentis®) (VEGF Inhibition Study in Ocular 
Neovascularization Clinical Trial Group et al., 2006; Rosenfeld et al., 2006; Singerman et al., 
2008; Ciulla und Rosenfeld, 2009). Während Pegaptanib mit hoher Selektivität und Affinität 
an die Isoform VEGF165 bindet, inhibiert Ranibizumab alle VEGF-Isoformen. Allerdings sind 
neben VEGF weitere angiogene Faktoren und/oder eine Schädigung der Bruchschen 
Membran zur Ausbildung einer CNV notwendig (Oshima et al., 2004). Zu diesen angiogenen 
Faktoren gehören z.B. Angiopoietin-2, der basische Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF), der 
Plättchen-Wachstumsfaktor (PDGF), der Plazenta-Wachstumsfaktor und der 
Tumornekrosefaktor (TNF) (Soubrane et al., 1994; Perry et al., 1995; Frank et al., 1996; Mori 
et al., 2002; Rakic et al., 2003; Schlingemann, 2004; Oshima et al., 2004; Jo et al., 2006).    
 Es sind fünf verschiedene Formen von VEGF bekannt: VEGF-A (allgemein als 
"VEGF" bezeichnet), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und der mit VEGF verwandte Plazenta-
Wachstumsfaktor. VEGF-A kommt in acht verschiedenen Isoformen von unterschiedlicher 
Länge vor (VEGF-A121, VEGF-A138, VEGF-A145, VEGF-A162, VEGF-A165, VEGF-A165b, 
VEGF-A189, VEGF-A206). Hypoxie ist der hauptsächliche Faktor, der die Genexpression und 
Sekretion von VEGF aus retinalen Zellen induziert (Aiello et al., 1995; Eichler et al., 2000). 
Darüberhinaus wird die Genexpression und Sekretion von VEGF durch verschiedene 
angiogene und inflammatorische Faktoren stimuliert, z.B. durch bFGF, PDGF, den 
Hepatozyten-Wachstumsfaktor und durch Matrix-Metalloproteinasen (Hollborn et al., 2004a, 
b, 2006, 2007). Auf zellulärer Ebene werden die Wirkungen von VEGF über die VEGF-
Rezeptoren-1 (fms-like tyrosine kinase-1, flt-1), -2 (kinase insert domain-containing receptor, 
KDR) und -3 vermittelt, wobei VEGF-A nur an die Rezeptoren 1und 2 bindet (Houck et al., 
1992). RPE-Zellen exprimieren die VEGF-Rezeptoren-1 und -2 (Hollborn et al., 2006). 
 Im neuralen Gewebe ist VEGF ein zentraler Faktor der Gewebeprotektion und -
regeneration. VEGF bewirkt unter hypoxischen Bedingungen eine Vasodilatation und 
Inflammation, trägt zum Überleben der vaskulären Endothelzellen und Neurone bei und 
bewirkt eine Proliferation von Gliazellen und eine Neurogenese (Yasuhara et al., 2004; 
Storkebaum et al., 2004). Durch eine Erhöhung der Permeabilität der Blutgefäße, 
Ödembildung und Neovaskularisierung kann VEGF aber auch sekundäre Schäden im 
neuralen Gewebe verursachen (Campochiaro, 2004). 
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1.2.5. Aktivierung des Komplementsystems bei AMD 
 
AMD ist eine chronische Entzündungserkrankung, bei der eine lokale und systemische 
Aktivierung der alternativen Komplementkaskade (Abb. 2) eine pathogene Rolle spielt 
(Johnson et al., 2000, 2001; Hageman et al., 2001; Anderson et al., 2002). Im Plasma von 
AMD-Patienten sind die Konzentrationen verschiedener Komplementfaktoren erhöht (Scholl 
et al., 2008). In den Drusen und den okulären Geweben von Patienten mit AMD finden sich 
Ablagerungen verschiedener Komplementproteine bzw. ihrer Aktivierungsprodukte, wie die 
Anaphylatoxine C3a und C5a und der Membranangriffkomplex C5b-9 (Mullins et al., 2000; 
Johnson et al., 2001; Anderson et al., 2002; Crabb et al., 2002; Nozaki et al., 2006a; Seth et 
al., 2008). Polymorphismen der Gene für verschiedene Komplementfaktoren beeinflussen das 
Risiko für die Ausbildung einer AMD. Dazu zählen z.B. Variationen in den Genen für den 
Aktivator (Komplementfaktor B, CFB) und den Inhibitor der alternativen 
Komplementkaskade (Komplementfaktor H, CFH), sowie in den Genen für die Aktivatoren 
der klassischen und alternativen Komplementkaskaden, die Komplementfaktoren C2 und C3 
(Edwards et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et al., 2005; Hageman et al., 2005; Baird et 
al., 2006; Gold et al., 2006; Yates et al., 2007; Spencer et al., 2007, 2008; Park et al., 2009; 
Seddon et al., 2009; Francis et al., 2009; Richardson et al., 2009; Zipfel et al., 2010). Das 
Risikoallel Y402H im Gen für den Komplementinhibitor CFH trägt etwa 20-50 % zum 
Gesamtrisiko für AMD bei (Klein et al., 2005; Scholl et al., 2005). Durch Photooxidation 
veränderte Photorezeptorlipoproteine und Bestandteile des Lipofuszins der RPE-Zellen führen 
(u.a. über eine Verringerung der Expression von CFH in RPE-Zellen) zu einer 
Komplementaktivierung im RPE (Chen et al., 2007; Zhou et al., 2009; Sparrow, 2010). 
Rauchen als Risikofaktor der AMD (Smith et al., 2001; Schmidt et al., 2006; Francis et al., 
2007) hemmt die Aktivität von CFH und beeinflusst den CFH-Spiegel im Plasma (Esparza-
Gordillo et al., 2004; Seddon et al., 2006).  
EINLEITUNG   8
 
 
Abb. 2. Schematische Übersicht über das Komplementsystem. Das Komplementsystem als 
Teil der unspezifischen Abwehr besteht aus etwa 40 Plasmaproteinen, die hauptsächlich in der 
Leber gebildet werden. Die Aktivierung des Komplementsystems kann über drei verschiedene 
Wege erfolgen (klassischer, Lektin- und alternativer Weg). Beim klassischen Weg aktivieren 
Antigen-Antikörper-Komplexe die Komplementkaskade. Der alternative Weg aktiviert das 
Komplementsystem antikörperunabhängig. Pathogene Keime werden mittels an der 
Oberfläche liegender Antigenmuster für Phagozyten kenntlich gemacht (Opsonierung), so 
dass Anaphylatoxine freigesetzt werden, die die Phagozyten zum Ort der 
Komplementaktivierung locken. Alle drei Wege der Komplementkaskade führen zur Bildung 
einer C3-Konvertase und nachfolgend zur Bildung der C5-Konvertase auf der Oberfläche der 
Zielzellen. Dies führt letztlich zur Bildung des Membranangriffkomplexes, der über eine 
Porenbildung eine Lyse der Zielzelle bewirkt. CFB: Komplementfaktor B. CFD: 
Komplementfaktor D. CRP: C-reaktives Protein. LPS: Lipopolysaccharide. MBL: Mannose-
bindendes Lektin.  
 
 Eine Komplementaktivierung resultiert letztlich in der Bildung des 
Membranangriffkomplexes (C5b-9) auf den Zelloberflächen (Abb. 2) (Muller-Eberhard, 
1986). Dieser Komplex lysiert die Zellen. Das Vorhandensein von C5b-9 wurde in RPE-
Zellen, choroidalen Blutgefäßen und Drusen in Augen von Patienten mit AMD nachgewiesen 
(Johnson et al., 2000; Nozaki et al., 2006a). Die Risikovariante von CFH (Y402H) führt zu 
einer verringerten Bindung von CFH an das C-reaktive Protein, die Bruchsche Membran und 
das RPE, so dass die RPE-Zellen weniger vor dem Angriff von C5b-9 geschützt sind (Skerka 
et al., 2007; Clark et al., 2010). Sublytische Konzentrationen von C5b-9 bewirken zudem eine 
Freisetzung von angiogenen Wachstumsfaktoren (bFGF, PDGF) aus Endothelzellen 
(Benzaquen et al., 1994) und von VEGF aus RPE-Zellen (Kunchithapautham und Rohrer, 
2011).  
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 Die Anaphylatoxine C3a und C5a stimulieren die Entwicklung einer CNV im 
Tiermodell (Nozaki et al., 2006a). Oxidativer Stress plus komplementhaltiges Serum 
bewirken eine Reduktion der Zellmembranexpression verschiedener Komplementinhibitoren 
sowie eine Dysregulation der CFH-Wirkung auf der Oberfläche von RPE-Zellen (Thurman et 
al., 2009). Dies führt zu einer vermehrten Freisetzung von VEGF sowie zu einer 
Verschlechterung der Blut-Retina-Schrankenfunktion des RPE (Thurman et al., 2009).  
 Komplementfaktoren können im RPE auch indirekt über einwandernde Leukozyten 
induziert werden. Anaphylatoxine wie C3a und C5a, die über eine lokale Aktiverung des 
Komplementsystems generiert werden und in den Drusen vorhanden sind, bewirken eine 
Einwanderung von Entzündungszellen (Kijlstra et al., 2005). Darüber hinaus bewirken 
verschiedene pathogene Ereignisse eine Expression und Sekretion von MCP-1 (monocyte 
chemoattractant protein-1) aus RPE-Zellen. Die von diesem Faktor angelockten 
Monozyten/Makrophagen sezernieren inflammatorische Faktoren wie Interleukin-1ß, TNFα 
und Interferon-γ. Diese Faktoren induzieren eine erhöhte Expression des 
Komplementaktivators CFB und eine Verringerung des Komplementinhibitors CFH in RPE-
Zellen (Chen et al., 2007, 2008; Wang et al., 2009). Wenn die Komplementkaskade aktiviert 
ist, können Komplementspaltprodukte wie C5a die Expression von chemotaktischen 
Zytokinen wie MCP-1 und Interleukin-8 im RPE weiter stimulieren (Fukuoka et al., 2003).  
 Zur Zeit werden neue Therapien erprobt, die über eine Inhibition der 
Komplementaktivierung (z.B. von C3 und C5) die Progression der AMD verhindern sollen 
(Ricklin and Lambris, 2007; Gehrs et al., 2010; Charbel Issa et al., 2011). Eine Inhibition der 
alternativen Komplementkaskade vermindert die durch oxidativen Stress verursachten RPE-
Veränderungen in vitro und die Entwicklung einer CNV im Tiermodell (Rohrer et al., 2010). 
Inhibition der C3-Aktivierung vermindert die Entstehung von Drusen in einem Affenmodell 
der AMD (Chi et al., 2010). Die Sicherheit einer komplementinhibierenden Therapie ist aber 
bis jetzt unklar; es muss vermieden werden, dass sich durch eine solche Therapie die 
Immunabwehr des Körpers gegen Infektionserreger verschlechtert. 
 Komplementfaktoren spielen wahrscheinlich bei der frühen AMD (d.h. bei der 
Ausbildung der Drusen) sowie bei der geographischen Atrophie des RPE eine wichtige 
pathogene Rolle. Für die Entwicklung der feuchten aus der trockenen AMD sind aber weitere 
Faktoren von Bedeutung (Charbel Issa et al., 2011), z.B. Hypoxie, angiogene Faktoren und 
die Aktivierung des Blutgerinnungssystems. 
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1.2.6. Aktivierung des Blutgerinnungssystems bei der feuchten AMD 
 
Eine Aktivierung des Blutgerinnungssytems (Abb. 3) mit der Produktion der putativen 
angiogenen Faktoren Thrombin und Fibrin könnte ein bedeutender pathogener Faktor für die 
feuchte AMD darstellen. Bei der feuchten AMD wird die Blutgerinnungskaskade an Orten 
von Hämorrhagien (Elman und Fine, 1989; Campochiaro, 2000), die u.a. durch VEGF 
ausgelöst werden (Tolentino et al., 2002), aktiviert. Bei der CNV wird eine Fibrinmatrix 
gebildet, die die neovaskuläre Membran und das RPE umgibt (Lafaut et al., 2000; 
Schlingemann, 2004). Die Fibrinablagerungen bilden einen Ring um die neu gebildeten 
Blutgefäße und spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Stimulierung des 
Wachstums der Gefäße (Schlingemann, 2004). Die extrazelluläre Matrix von chirurgisch 
entfernten CNV-Membranen enthält neben Kollagen, Fibronectin, Laminin, 
Mucopolysacchariden und Lipiden auch Fibrin (Grossniklaus et al., 1992, 1994). Eine 
ähnliche angiogene Rolle der Fibrinmatrix konnte für das invasive Wachstum von 
Tumorgewebe und deren Blutgefäße nachgewiesen werden (Boccaccio und Medico, 2006). 
Eine extrazelluläre Matrix aus Fibrin und Fibronektin spielt auch bei der Bildung von 
epiretinalen fibrozellulären Membranen bei der Pathogenese der proliferativen 
Vitreoretinopathie eine Rolle (Weller et al., 1990; Wiedemann, 1992; Charteris et al., 2002). 
 Thrombin (Gerinnungsfaktor IIa) ist die zentrale Protease des 
Blutgerinnungssystems, die die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen katalysiert (Abb. 3). 
Thrombin ist ein proinflammatorischer Faktor in der Netzhaut (Kim et al., 1994; Olsen et al., 
1996). Gerinnungshemmende Mittel haben anti-inflammatorische Wirkungen und verringern 
die Bildung von Fibrin in der Netzhaut (Maeno et al., 2000; Yamashiro et al., 2001; Miyahara 
et al., 2003). Thrombin stimuliert neben der Produktion von Fibrin die Angiogenese und die 
Öffnung der Blut-Retina-Schranke über rezeptorvermittelte zelluläre Effekte. Thrombin 
induziert die Bildung von interzellulären Spalten in der RPE-Schicht und stimuliert die 
Expression von VEGF in den RPE-Zellen (Sakamoto et al., 1994; Bian et al., 2007). 
Kultivierte RPE-Zellen exprimieren die Thrombin-Rezeptoren Protease-aktivierte Rezeptoren 
(PAR) 1 und 3 (Scholz et al., 2004b). In verschiedenen Zellsystemen werden die 
proinflammatorischen Wirkungen von Thrombin vor allem über eine Aktivierung von PAR1 
vermittelt (Dugina et al., 2002). Es wurden darüberhinaus PAR-unabhängige 
proinflammatorische Effekte von Thrombin gefunden (Tran and Stewart, 2003). Neben 
Thrombin hat in verschiedenen Zellsystemen auch der aktivierte Gerinnungsfaktor X (FXa) 
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rezeptorvermittelte Wirkungen (Bretschneider und Schror, 2001). FXa-Rezeptoren sind PAR2 




Abb. 3. Schematische Übersicht über das Blutgerinnungssystem. Ein wichtiger Schritt der 
Blutgerinnungskaskade ist die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen durch die Serinprotease 
Thrombin (Gerinnungsfaktor IIa). Bei Gewebeschädigung und Hämorrhagie wird Thrombin 
aus Prothrombin des Blutes über den extrinsischen Weg gebildet (Walsh und Ahmad, 2002). 
Eine Gewebeschädigung führt zur Aktivierung des Faktors VII und des extravaskulären 
Gewebefaktors (TF, FIII). Faktor VIIa und der aktivierte Gewebefaktor bilden auf 
Zelloberflächen einen Komplex, der Faktor X aktiviert. Der Komplex, der FX über den 
intrinschen Weg aktiviert, besteht aus dem Enzym FIXa und dem Kofaktor VIIIa. Der 
aktivierte Faktor X (Xa) bildet zusammen mit dem Kofaktor Va den Prothrombinase-




 Polymorphismen von Genen verschiedener Gerinnungsfaktoren haben 
Auswirkungen auf die Entwicklung einer CNV und deren Therapie mit photodynamischer 
Therapie mit Verteporfin bzw. Anti-VEGF-Mitteln (Parmeggiani et al., 2011). Dies wurde 
z.B. für den Faktor XIII beschrieben (Parmeggiani et al., 2011). Diese Transglutaminase 
wandelt das unstabile Fibrin in ein stabiles Fibringerüst um. Dieser Faktor besitzt angiogene 
Wirkungen auf Blutgefäße des Herzens, z.T. über eine direkte Wirkung auf den VEGF-
Rezeptor-2 (Dardik et al., 2005, 2006).  
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2. FRAGESTELLUNG 
 
Eine lokale Aktivierung des Komplementsystems im RPE ist ein pathogener Faktor der AMD. 
Neben der Wirkung von angiogenen Faktoren wie VEGF könnte eine Aktivierung des 
Blutgerinnungssystems im RPE dazu beitragen, dass sich aus einer trockenen eine feuchte 
AMD entwickelt. Dies könnte auf mehreren Ebenen geschehen: Gerinnungsfaktoren könnten 
die Expression der Komplementfaktoren und der angiogenen Faktoren regulieren sowie 
Wirkungen auf die Proliferation und Migration der RPE-Zellen besitzen. Eine Stimulierung 
der Proliferation und Migration der RPE-Zellen trägt zur Ausbildung von CNV-Membranen 
bei. Es ist aber bis jetzt nichts darüber bekannt, ob RPE-Zellen Faktoren des 
Blutgerinnungssystems exprimieren und ob z.B. Thrombin (als zentrale Protease des 
Blutgerinnungssystems) die Genexpression von Komplementfaktoren und von VEGF im RPE 
beeinflusst. 
 
Die Ziele der vorliegenden Dissertation waren daher:  
 
● Nachweis der mRNA-Expression von Blutgerinnungs- und Komplementfaktoren im RPE; 
● Nachweis der Wirkung von Thrombin auf die Expression von VEGF und von 
Komplementfaktoren, sowie auf die Proliferation und Migration der RPE-Zellen; und 
● Nachweis der Wirkung der Komplementfaktoren C5a und C9 auf die Sekretion von VEGF 
und die Proliferation und Migration der RPE-Zellen. 
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AA/BAA (30%)    SERVA, Heidelberg, Deutschland  
Advanced Protein Assay Reagent  Cytoskeleton, Denver, USA 
Agarose     Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumpersulfat    Roth, Karlsruhe, Deutschland 
AP-Puffer (pH 9,5)   Zentralapotheke der Universität Leipzig, D 
BCIP     Roth, Karlsruhe, Deutschland 
DNAse I, RNase-free   Roche Diagnostics GmbH Mannheim, D 
Ethanol,     J.T.Baker, Deventer, Holland 
Ethidiumbromid Lösung (10 mg/ml)  Bio-Rad, München, Deutschland 
Fixierlösung ½ strength Karnowsky  Zentralapotheke der Universität Leipzig, D 
H2SO4 (1M)    Zentralapotheke der Universität Leipzig, D 
HBSS (Stammlösung für Medium A)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Laemmli reducing sample buffer  Eigenherstellung 
Loading Dye Solution   Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Mercaptoethanol    Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol (80%)    Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NBT (Nitrotetrazoliumblau)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
PBS-Puffer (pH 7,2)   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Phosphatase Inhibitor Cocktail  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Protease Inhibitor Cocktail   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Protein Assay Standard II   Bio-Rad, München, Deutschland 
Roti-Block Lösung   Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Sammelgelpuffer    Eigenherstellung 
SDS (10%)    Roth, Karlsruhe, Deutschland 
TBE-Puffer    Eigenherstellung 
TBS     Eigenherstellung 
TEMED     Roth, Karlsruhe, Deutschland 
TMB     Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 
Transferpuffer (pH 8,5)   Eigenherstellung 
Trenngelpuffer    Eigenherstellung 
Tris     Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Trypanblau (0,05%),   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin-EDTA (0,5%)   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Tween 20    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D 
0,2 N Phosphatpuffer   Zentralapotheke der Universität Leipzig, D 
 
3.1.2. Medien 
F-10 + GlutaMAXTM   Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
FKS     Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Medium A    Eigenherstellung 
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Qiagen Mastermix für PCR   Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
3.1.3. Kits 
Cell Proliferation ELISA, BrdU   Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland 
First Strand cDNA Synthesis Kit,  Fermentas St-Leon-Rot, Deutschland 
Mammalian Cell Lysis Kit   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Quantikine hVEGF Immunoassay  R&D GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
QuantiTect™SYBR®Green PCR Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 
RNeasy®MiniKit     Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
3.1.4. Längenstandards 
Gene RulerTM 100 bp DNA-Ladder  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
 
3.1.5. Rekombinante Proteine 
rh PDGF-BB    R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
rh VEGF     R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
 
3.1.6. Antikörper 
Goat x Rbt IgG    Chemicon, Hampshire, Großbritannien 
rabbit anti-human Akt    Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human phospho-Akt  Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human ERK1/2   Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human phospho ERK1/2  Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human p38   Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human phospho-p38  Cell Signaling Technology, Boston, USA 
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3.1.7. Primer 
Gen Accession No Sequenz 5’→ 3’ Produkt (bp) 
GAPDH (NM_002046) (s)   GCAGGGGGGAGCCAAAA GGT (as) TGGGTGGCAGTGATGGCATGG 219 
PAR1 (NM_001992) (s)   GTGATTGGCAGTTTGGGTCT (as) GCCAGACAAGTGAAGGAAGC 178 
PAR2 (NM_005242) (s)   GCAGGTGAGAGGCTGACTTT (as) CAGTCGGTTCCGTCTAACCGG 334 
PAR3 (NM_004101) (s)   GAAAGCCCTCATCTTTGCAG (as) AGGTGAAAGGATGGACGATG 599 
PAR4 NM_003950 (s)   GGCAACCTCTATGGTGCCTA (as) TTCGACCCAGTACAGCCTTC 244 
EPR-1 (NR_002219) (s)   GACAGAAAGGAAAGCGCAAC (as) GGACCACCGCATCTCTACAT 223 
TF (NM_001993) 
(s)   GGGCTGACTTCAATCCATGT 
(as) GCTGCCCAGAATACCAATGT 193 
FV (NM_000130) (s)   GCCAGATATCACCTCCTCCA (as) CACTGCTCTGGACCTCTTCC 249 
FVII (NM_019616) (s)   AACTGTCCTGGCACCAAATC (as) TGCCTCTGCCTCTCATCTTT 234 
FVIII (NM_000132) 
(s)   AGCACTCTTCGCATGGAGTT 
(as) AGTCCACTTGCAGCCACTCT 223 
FIX (NM_000133) (s)  CAGTGTTCAGAGCCAAGCAA (as) CATGGTGAACACGAAACCAG 171 
FX (NM_000504) 
(s)   AAACGAGGGTTTCTGTGGTG 
(as) CTTGATGACCACCTCCACCT 163 
C3 (NM_000064) (s)   CTGCAGACCTCAGTGACCAA (as) GCTCCGTTTCATCCAGGTAA 207 
C5 (NM_001735) (s)   GTGTGTGGAAGGGTGGAAG (as) GTTCTCTCGGGCTTCAACAG 222 
C9 (NM_001737) (s)   CAACTGGGCCTCTTCCATAA (as) ACCTCCATTTTGGCATGTGT 184 
CFB (BC007990) (s)   CTGGAGCACCCTGAAGACTC (as) CCGGAGAGTGTAACCGTCAT 172 
CFH (NM_000186) (s)   CAGCAGTACCATGCCTCAGA (as) GGATGCATCTGGGAGTAGGA 189 
C3AR (NM_004054) (s)   GCAGGTTCCTATGCAAGCTC (as) CACATCACAAAAGCCACCAC 190 
C5AR (NM_001736) (s)   TGAAGAGTCCGTGGTTAGGG (as) CTGGGAAAGACAGGCAACAT 219 
VEGF-A (NM_001025370) (s)  CCTGGTGGACATCTTCCAGGAGTA (as) CTCACCGCCTCGGCTTGTCACA 407; 347; 275 
flt-1 (NM_002019) (s)   TCCCTTATGATGCCAGCAAGT (as) CCCCTCTTTCAGCATTTTCAC 161 
KDR (NM_002253) (s)   TTCGAAGCATCAGCATAAGAAACT (as) TGGTCATCAGCCCACTGGAT 156 
Tabelle 1: Sequenzen verwendeter Primer MWG Biotech AG, Ebersbach,D 
(s = sense, as = anti-sense) 
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3.1.8. Geräte 
 
Abdeckfolie Viewseal   Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Blotting Papier    Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland 
Bluecap (5, 15, 50 ml)   Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Companion-Platte (24-Mikrotiterplatte)  Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
ELISA-Reader, Spectra Max 250  Molecular Devices GmbH, Germany 
Erlenmeyerkolben (50 ml, 250 ml)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Fluor-S™ MultImager   BioRad, München, Deutschland 
Gelkammer (SDS Page)   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Gelkammer Sub-Cell, GT (Agarose)  BioRad, München, Deutschland 
Gelkammer Trans-Blot Cell (WB)  BioRad, München, Deutschland 
Inkubator STERI-CULT 200   FORMA Scientific, Ohio, USA 
Mikroskop Axiovert 25   Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 
Mikroskop Okular Netzplatte D=26  Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 
MyIQ, Real-Time PCR   BioRad, München, Deutschland 
Neubauer Zählkammer   BLAUBRAND, Wertheim, Deutschland 
PCR Reaktionsgefäß (0,5 ml)   Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D  
Peltier-Thermal Cycler, PTC-200  Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland 
Pipette (10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1000µl) Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, D 
Pipettenspitzen Gilson   Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Power PAC 1000    BioRad, München, Deutschland 
PVDF-Membran , Millipore Immobilon P Roth, Karlsruhe, Deutschland 
QBTM Thermoblock   Roth, Karlsruhe, Deutschland  
Reaktionsgefäß (0,5ml / 1,5ml / 2ml)  Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
Sicherheitswerkbank Class II   Zapf, Sarstedt, Deutschland 
Spectrophotometer Gene Quantpro  amersham pharmacia biotech, Cambridge, GB 
Taumler Polymax 1040T   Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Vortex: REAX 2000   Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Waage BP 2100    SARTORIUS AG, Göttingen, Deutschland 
Zellkulturflasche (250 ml)   Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Zellkultur-Insert (8 µm)   Becton Dickinson,Heidelberg, Deutschland 
Zentrifuge GS-15R    Beckman, Krefeld, Deutschland 
Zentrifuge Labnet Minizentrifuge  Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, D 
Zentrifuge Microfuge R    Beckman, Krefeld, Deutschland 
6- und 96-Loch-Mikrotiterplatte  Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
96-Loch-PCR-Mikrotiterplatte   BioRad, München, Deutschland 
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3.2. Zellbiologische Methoden 
3.2.1. Zellkultivierung 
 
Für die Untersuchungen der Genexpression wurden akut präparierte und kultivierte humane 
RPE-Zellen verwendet. Die Untersuchung der Wirkung von Thrombin bzw. der 
Komplementfaktoren wurden an kultivierten humanen RPE-Zell-Monokulturen (maximal 
Passage 5) durchgeführt. Die Nutzung von retinalem Zellen von post-mortem Spendern ohne 
offensichtliche Augenerkrankungen erfolgte entsprechend der Deklaration von Helsinki und 
wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
genehmigt (Bearb. Nr. 745; Bescheid vom 11.07.2007).  
 Die RPE-Zellen wurden von humanen Spenderaugen innerhalb von 48 Stunden post 
mortem in einer Sicherheitswerkbank Klasse II unter sterilen Bedingungen präpariert und zur 
Lagerung bei –140°C eingefroren. Zum Entfernen des Frostschutzmittels DMSO wurden die 
Zellen nach dem Auftauen einmal mit Medium F-10 + GlutaMAXTM gewaschen. Die Zellen 
wurden in Zellkulturflaschen im Medium F-10 (+1% Pen/Strep, + 10% FKS) im Inkubator 
STERI-CULT 200 bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit bis zur Konfluenz kultiviert 
und bis maximal Passage 5 verwendet. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 
10 ml PBS (-CaCl2, -MgCl2) für 3 min gewaschen. Durch Zugabe von 3 ml 0,5%-igem 
Trypsin-EDTA lösten sich die am Kulturflaschenboden adhärenten Zellen und die Zell-Zell 
Verbindungen. Für eine optimale Trypsinisierung fand dieser enzymatische Vorgang für 5 
min im Inkubator statt. 15 ml Medium F-10 + GlutaMAXTM (+1% Pen/Strep, +10% FKS) 
wurden hinzupipettiert, wobei das im Medium enthaltene Serum die Enzymreaktion stoppte. 
Das gesamte Medium-Zell-Gemisch wurde in einen 50 ml Bluecap pipettiert und in der 
Zentrifuge für 5 min bei 1500 min -1 zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt 
und das übriggebliebene Zellsediment in 3ml F10 Medium aufgelöst. Anschließend wurde die 
Zellzahl bestimmt. Je 20 µl Zellsuspension und 0,05 %-iges Trypanblau wurden gemischt, in 
eine Neubauer-Zählkammer gebracht, und unter dem Mikroskop wurden die gefärbten Zellen 
gezählt. 
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3.2.2. Zellstimulation 
 
Die Zellstimulationen wurden in 6-Loch-Mikrotiterplatten durchgeführt. Dafür wurden 5 x 
105 Zellen in 2 ml Medium F-10 + 10% FKS pro Kavität einer 6-Loch-Platte eingesät. Waren 
die Zellen konfluent, wurden sie über Nacht (16h) mit 1ml F-10 ohne FKS im Inkubator unter 
den oben aufgeführten Bedingungen kultiviert. 
Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen, und die zu 
untersuchenden Substanzen gelöst in 1,5 ml Medium zu den Zellen pipettiert. Nach 2 h, 6 h 
bzw. 24 h Stimulationsdauer wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml kaltem 
PBS gewaschen und für die RNA-Präparation und für die Herstellung von Proteinextrakten 
für den Western Blot verwendet. 
Folgende Substanzen wurden zur Stimulation verwendet: 




Der BrdU-Test ist eine Methode, die zur Bestimmung der Zellproliferation herangezogen 
wird. Alle im Untersuchungszeitraum neu gebildeten Zellen werden durch das 
Pyrimidinanalog BrdU (Bromodesoxyuridin), das an Stelle von Thymidin in die DNA 
eingebaut wird, markiert. 
Der nachfolgende Versuch wurde mit Hilfe des Kits Cell Proliferation ELISA, BrdU 
durchgeführt. 
Pro Kavität wurden 3x103 Zellen in 100 µl Medium F-10 + 10% FKS in einer 96-
Mikrotiterplatte eingesät. Nachdem die Kultur konfluent war, wurden die Zellen in 100 µl 
Medium F10 ohne FKS für 5 h im Inkubator ausgehungert. Nach Ablauf der Zeit wurde 
dieses Medium abgesaugt. 
Anschließend wurden je 100 µl C5a, C9 und PDGF in Medium F-10 + 0,5% FKS auf die 
Platte in die entsprechenden Kavitäten pipettiert. Der dosisabhängige Effekt auf die 
Proliferation bei RPE-Zellen wurde mit folgenden Konzentrationen ermittelt: 
C5a: 0,01nM / 0,1nM / 1nM / 10nM / 25nM / 50nM / 100nM 
C9: 0,001nM / 0,01nM / 0,1nM / 1nM / 10nM / 50nM / 100nM 
PDGF (10ng/ml) 
In die linke obere Kavität der Platte wurden 100 µl Medium F10 + 0,5% FKS als nicht 
stimulierte Kontrolle pipettiert. Die Stimulation erfolgte für 19 h im Inkubator. Danach 
wurden 10 µl BrdU-Lösung (10 mM) in jede Kavität dazupipettiert und für weitere 5 h 
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inkubiert, so dass die Gesamtstimulation 24 h betrug. Das Medium wurde abgesaugt und die 
Fixation der Zellen am Plattenboden erfolgte mit 150 µl FixDenat Lösung pro Kavität für 30 
– 45 min bei Raumtemperatur. Durch FixDenat wird die DNA der Zellen denaturiert und 
gleichzeitig ein Zugang für einen gegen BrdU gerichteten, mit Peroxidase gekoppelten 
Antikörper (Anti-BrdU-POD) geschaffen. Anti-BrdU-POD bindet sich an das 
Thymidinanalog BrdU und erkennt in die DNA eingebautes BrdU. Daraufhin wurde das 
Fixdenat aus der Platte rausgeklopft. Anti-BrdU wurde 1:200 in Medium A verdünnt 
(Medium A: 5 ml Penicillin/Streptomycin + 50 ml FKS + 5 ml Hepes Puffer gelöst in 500 ml 
HBSS-Puffer). 50 µl Anti-BrdU-Pod wurde in jede Kavität pipettiert und für weitere 3 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Entfernen der Anti-BrdU-Lösung wurde 
die Kulturplatte dreimal mit 200 µl PBS pro Kavität gewaschen. Anschließend wurde 100 µl 
Substratlösung TMB in jede Kavität pipettiert, und die Platten für 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Der dabei stattfindende blaue Farbumschlag wurde durch Zugabe von 25 µl 1 
molarer-H2SO4 –Lösung gestoppt. Anschließend konnte die Menge des eingebauten BrdU 
durch die nachgeschaltete Peroxidase - Farbreaktion mittels photometrischer Messung der 
Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader bestimmt werden. Die Intensität der Färbung, also 
die gemessene Extinktion, korreliert direkt zur Menge neu synthetisierter DNA und damit 




Zunächst wurden die Zellkultur-Inserts (Porengröße 8 µm) über Nacht mit einer Fibronectin-
Gelatine-Lösung (50 µg/ml Fibronectin und 1 mg/ml Gelatine) beschichtet. Dazu wurden 600 
µl der Fibronectin-Gelatine-Lösung in jede der 24 Kavitäten einer Companion-Platte und 100 
µl der Fibronectin-Gelatine Lösung in die Inserts pipettiert, nachdem sie mit einer sterilen 
Pinzette in die Companion-Platte eingehängt wurden. Die Platte stand über Nacht im 
Kühlschrank. Danach wurde die Lösung abpipettiert und die Inserts ca. 2 h getrocknet. 
Die beschichteten Inserts wurden mit einer Pinzette in eine neue Companion Platte 
eingehängt, anschließend 100 µl Zellsuspension (5x105 Zellen) in jedes Insert pipettiert und 
zur Adhäsion der Zellen über Nacht in den Inkubator gestellt. Am nächsten Tag wurde in jede 
Kavität der Companion-Platte 800 µl Medium ohne FKS mit den zu untersuchenden 
Substanzen in folgenden Konzentrationen pipettiert: 
C5a 0,01nM / 0,1nM / 1nM / 10nM / 100nM 
C9 0,001nM / 0,01nM / 0,1nM / 1nM / 10nM / 100nM 
Die Zellen migrierten 6 h im Inkubator. 
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Nachdem die Medien aus Kavität und Insert vollständig abgesaugt wurden, kam Fixierlösung 
(1/2 strength Karnowsky; 1:2 verdünnt in 0,2 N Phosphatpuffer) hinzu, 800 µl in die Kavität 
der Platte und 100 µl ins Insert. Die Companion-Platte inkubierte 45 min bei Raumtempera-
tur. Die Fixierlösung wurde abgesaugt und durch PBS ersetzt.  
Vor der Färbung mit anschließender Zählung mussten alle nicht migrierten Zellen entfernt 
werden. Die Membraninnenseite der Inserts wurde mit der Pipettenspitze ausgekratzt und 
anschließend mit einem Wattestäbchen geputzt, dabei mehrmals mit PBS gespült. Die 
migrierten Zellen befinden sich auf der Unterseite der Membran, die nicht berührt werden 
durfte. Für die Anfärbung wurden die Inserts anschließend in eine neue Companion Platte 
gehängt, um 45 min mit Hämatoxilin getränkt zu werden. Nach der Färbung wurden die In-
serts mit Wasser gespült und in die ursprüngliche Companion-Platte mit etwas PBS zurückge-
setzt. Die Auszählung von fünf Gesichtsfeldern pro Insert erfolgte unter dem Mikroskop mit 
einem Zählnetz im Okular (Netzplatte D=26) bei 2000 facher Vergrößerung. 
 
3.3. Molekularbiologische Methoden 
3.3.1. RNA-Präparation 
 
Die RNA wurde aus stimulierten Zellen gewonnen (siehe 3.2.2) und mittels RNeasy MiniKit 
präpariert: Nach der Stimulation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1000 µl 
PBS / Kavität gewaschen. 350 µl RLT-Puffer mit entsprechender Menge Mercaptoethanol 
(1ml Puffer RLT : 10 µl Mercaptoethanol) wurden in die 6-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert, 
um die Zellen zu lysieren. Anschließend wurden die Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefäße bei  
–80° eingefroren. 
Vor der Präparation wurde das Lysat im 1,5 ml Reaktionsgefäß aufgetaut, kurz zentrifugiert 
und 350 µl Ethanol (70%) zu jeder Probe pipettiert. Das Gesamtvolumen von 700 µl wurde 
auf ein RNeasy mini column (Säule) pipettiert, das in einem 2 ml Auffanggefäß steckte. Es 
wurde 15 sec bei 10.000 min-1 zentrifugiert, und das Eluat wurde verworfen. Als Nächstes 
wurden 700 µl RW1- Puffer (Waschpuffer) auf die Säule pipettiert. Danach wurde nochmals 
zentrifugiert (15 sec bei 10.000 min-1) und das Eluat verworfen. Anschließend wurden 500 µl 
RPE-Puffer auf die Säule pipettiert, 15 sec bei 10.000 min-1 zentrifugiert und das Eluat 
verworfen. Ein weiteres Mal wurden 500 µl RPE-Puffer pipettiert. Danach wurde 2 min bei 
10.000 min-1 zentrifugiert, um die Silica-gel-Membran, die sich in der Säule befindet zu 
trocknen. Die Säule wurde in ein 1,5 ml Auffanggefäß mit Deckel gesteckt, 25 µl Rnase-
freies Wasser draufpipettiert, 1 min bei 10.000 min-1 zentrifugiert und das RNA-Eluat 
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aufgefangen. Nach Kalibrierung des Spectrophotometers mit 10 µl RNAse-freiem Wasser 
wurde die Absorption der verdünnten Proben (1:10 mit RNAse-free H20) bei 260 und 280 nm 
gemessen. Der Quotient der Extinktionen (260 nm : 280 nm) wurde gebildet und die RNA bei 




Der DNAse-Verdau, der der cDNA-Synthese voranging, war erforderlich, um eine 
Kontamination mit unspezifischer DNA zu vermeiden. Für den DNAse Verdau wurden 
folgende Substanzen im 0,5 ml PCR-Reaktionsgefäß gemischt, 30 min bei 37 °C im 
Thermocycler inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt: 
   2 µl 5xPuffer (Fermentas cDNA Synthesis Kit) 
   1 µl DNase (1:1 mit RNase-free H2O verdünnt) 
   7 µl RNA 
Die RNA wurde mit dem First Strand cDNA Synthesis-Kit in cDNA umgeschrieben. Dafür 
wurden direkt auf jede Probe nach dem DNase-Verdau  
2 µl Oligo d(T)-Primer - RNase-free-H2O - Gemisch  
(1,3 µl RNase-freies-H2O + 0,7 µl Oligo d(T)-Primer) 
pipettiert. Die Eppendorf-Reaktionsgefäße wurden danach für 5 min bei 70 °C im Thermo-
Cycler erhitzt. Die Proben wurden wieder sofort auf Eis gelagert. Zu jeder Probe wurden für 
die cDNA-Synthese 8 µl cDNA-Mastermix pipettiert, die sich wie folgt zusammensetzte: 
2 µl 5xPuffer 
2 µl dNTPs 
0,5 µl RNase Inhibitor 
0,8 µl Enzym (Reverse Transkriptase) 
2,7 µl RNnase-free H2O 
Schließlich wurden die Proben in den Thermo-Cycler gestellt und wie folgt inkubiert: 
5 min bei 37 °C 
60 min bei 42 °C 
10 min bei 70 °C 
Die cDNA konnte direkt für die Real-time-PCR verwendet werden. Die Proben wurden bei  
–80 °C eingefroren. 
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3.3.3. Real-time PCR 
 
Prinzip: 
Die Real-time-Polymerasekettenreaktion ist ein sensitives Verfahren zur Analyse von 
exprimierten Genen und zur in-vitro-Amplifikation von DNA, die auf dem Prinzip der 
klassischen PCR (Denaturierung, Primerhybridisierung und Synthese) beruht und zusätzlich 
die Möglichkeit der Quantifizierung bietet (Saiki et al., 1985). 
Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt durch Detektion eines in die DNA-
Doppelstränge interkalierten fluoreszierenden Farbstoffs (SYBR Green), der sich proportional 
zur Anzahl der neu gebildeten Doppelstränge jedes PCR-Zyklus verhält. Dieses emittierte 
Fluoreszenzsignal wird „real time“ während jedes Zyklus gemessen. 
Die Menge der produzierten DNA-Stränge steigt zunächst exponentiell an und die 
Konzentration der Substrate fällt dabei ab. Dadurch sinkt die Produktion nach einer gewissen 
Anzahl von Zyklen und erreicht ein Plateau.  
Daher ist es nötig die Berechnungen in der exponentiellen Phase durchzuführen. Dazu wird 
im Bereich des linearen Kurvenverlaufs ein Schwellenwert gesetzt. Die Zykluszahl (cycle), 
bei der die jeweilige Kurve diesen Schwellenwert (threshold) kreuzt, wird als CT-Wert 
bezeichnet. Es beschreibt also die Stelle, an der die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die 
Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Die Fluoreszenzstärke wird in jedem Zyklus gemessen und 
bildet einen typischen sigmoidalen Kurvenverlauf. Je größer die zur Verfügung stehende 
Menge an DNA, desto früher kommt es zum Anstieg der Kurve und desto kleiner ist der CT-
Wert. Um Unterschiede in der Amplifikationseffizienz zu minimieren, wird der CT-Wert 




Es wurde unter der Sicherheitswerkbank bei sterilen Bedingungen gearbeitet. 
1 µl cDNA + 19 µl PCR Ansatz wurde in jede Kavität einer 96-Loch-PCR-Mikrotiterplatte 
pipettiert. Der PCR Ansatz pro Probe ist Tabelle 2 zu entnehmen. 
Die PCR-Platte wurde mit Viewseal selbstklebender Abdeckfolie verschlossen und 2 sec in 
der Zentrifuge GS-15R bei 1.000 min-1 zentrifugiert. 
Die Real-time PCR wurde mit dem MyiQ-Thermocycler durchgeführt. Die 
Zyklusprogrammierung ist Tabelle 3 zu entnehmen. 
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Substanz verwendete Menge 
RNase-freies H2O 8 µl 
Forward Primer (sense) 0,5 µl 
Reverse Primer (antisense) 0,5 µl 
Qiagen MasterMix 10 µl 
 
Tabelle 2: PCR Ansatz für Real-time PCR im MyIQ-Thermocycler 
 
 
Zyklen Prozedur Temperatur Zeit 
1 Enzym-Aktivierung 95°C 15 min 
Denaturierung 95°C 30 sec 
Annealing 58°C 20 sec 
Synthese I 72°C 45 sec 
45 




1 Denaturierung 95°C 60 sec 
1 Schmelzkurve 55°C 60 sec 
 
Tabelle 3: Zyklusprogrammierung der PCR im MyIQ-Thermocycler 
 




1. (CTZielgen - CTGAPDH = ∆CT)  2. (∆CTProbe - ∆CTKontrolle = ∆∆CT) 
 
Zur Errechnung von ∆∆CT wurde im 1.Schritt die Differenz zwischen den CT-Werten des 
Zielgens und GAPDH gebildet, und im 2. Schritt die Differenz zwischen den ∆CT-Werten der 




Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren, um DNA-Stränge nach ihrer Größe zu 
trennen und gleichzeitig ihre Größe durch Vergleich mit Standards bekannter Größe zu 
bestimmen. Dabei kann auf die Länge des DNA-Fragmentes (d.h. des PCR-Produktes) 
geschlossen werden. Diese Methode wird herangezogen, um die Spezifität der PCR Produkte 
zu kontrollieren. 
MATERIAL UND METHODEN   24
Je höher das Agarose-Gel (lange Fäden aus Agarosepolymeren) konzentriert ist, desto kleiner 
sind die Poren, die sich in dem Gel befinden. Die Gelelektrophorese funktioniert wie ein Sieb, 
bei der negativ geladene Nucleinsäure-Moleküle in einem elektrischen Feld durch eine 
Gelmatrix zum positv geladenen Pol (Anode) wandern. Dabei bewegen sich die kürzeren, 
kleineren Moleküle schneller und eine Auftrennung nach Fragmentgröße wird möglich. 
Durch einen in die DNA eingefügten fluoreszierenden Farbstoff (Ethidiumbromid) können 
die Banden im Gel durch ultraviolettes Licht sichtbar gemacht werden. 
In einen 250 ml-Erlenmeyerkolben wurden 1 g Agarose und 60 ml TBE-Puffer gemischt. 
Bei der Herstellung von TBE-Puffer kommen auf 1 l H2O dest folgende Mengen: 
   108 g Tris 
   55 g Borsäure 
   40 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) 
Die Agaroselösung kochte in der Mikrowelle, bis eine klare Lösung entstand; daraufhin 
kühlte die Lösung bei Raumtemperatur etwas ab. Das Agarosegel wurde in die Gelkammer 
gegossen, 10 µl Ethidiumbromid zugemischt und ein Kamm für die Probentaschen im Gel 
platziert. Nach dem Erhärten des Agarosegels wurde der Kamm vorsichtig herausgezogen und 
TBE-Puffer als Laufpuffer dazu geben, womit das Gel vollständig bedeckt sein musste. Vor 
dem Auftragen in die Geltaschen wurden auf alle DNA-Proben der PCR-Platte ein 
Farbmarker (1µl loading dye (Bromphenolbau, Xylencyanol)) pipettiert, anschließend die 
Platte kurz zentrifugiert, der gesamter Ansatz abpipettiert und auf die Geltaschen aufgetragen. 
Eine DNA-Leiter (Gene RulerTM 100 bp DNA-Ladder) wurde als Längenstandard bei jeder 
Elektrophorese mitgeführt. Das Gel lag mit den Taschen an der negativen Elektrode der 
Kammer, damit die DNA-Proben und der DNA-Leiter in Laufrichtung fließen konnten. Die 
Agarosegel-Kammer wurde am Gerät Power PAC 1000 angeschlossen und lief für 30 min bei 
80 V Spannung. Das Gel mit seinen Banden wurde unter UV-Licht ausgewertet und am 
Fluor-S MultiImager eingescannt. 
 
3.4. Immunbiologische Methoden 
3.4.1. VEGF-ELISA 
 
Enzymgekoppelter Immunadsorbtionstest (EIA) bzw. Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) bezeichnet ein immunologisches Nachweis- und Quantifizierungsverfahren, das auf 
einer enzymatischen Farbreaktion basiert. 
Beim Double-Antibody-Sandwich-ELISA, das in diesem Versuch angewendet wurde, werden 
zwei Antikörper verwendet, die beide spezifisch an das nachzuweisende Antigen an 
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unterschiedlichen Stellen binden. Ein unmarkierter monoklonaler Antikörper bindet an den 
Boden einer 96-Loch-Mikrotiterplatte als Festphase. Diesem Ansatz wird eine Probe 
unbekannter Menge des nachzuweisenden Antigens zugegeben. Das Antigen bindet spezifisch 
an den 1. Antikörper an der Festphase. Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte 
gewaschen um ungebundene Bestandteile zu entfernen. Anschließend erfolgt die Inkubation 
mit einem 2. Antikörper, einem polyklonalem Detektionsantikörper, dessen Ende mit dem 
Enzym HRP (horseradishperoxidase) markiert ist. Es entsteht ein Antikörper-Antigen-
Antikörper-Komplex. Die Platte wird erneut waschen, um nicht gebundene Substanzen zu 
entfernen. Dann wird ein 2-Komponenten-Farbsubstrat (Chromogen) zugegeben, welches 
farblos ist. Das Enzym HRP katalysiert eine Farbreaktion. Bevor die Farbsubstrate die 
gesamte Lösung anfärben und ein Plateau erreichen, wird die Färbeprozedur nach etwa 20 
min mittels einer „stop solution“ angehalten Die Intensität der Farbe ist proportional zur 
Konzentration des Antigens in der Probe. 
Durchführung: 
Nach Zellkultivierung (siehe 3.2.1.) wurden 100 µl einer Zellsuspension (3x10³ Zellen/ml) 
mit Medium F10 + 10% FKS pro Kavität einer 96-Mikrotiterplatte eingesät und im Inkubator 
kultiviert. Das Komplettmedium wurde gegen Medium F10 ohne FKS ausgetauscht und die 
Zellen im Inkubator 16 h (über Nacht) ausgehungert. Am nächsten Morgen wurde das 
Medium abgesaugt, und 100 µl F10 Medium + 0,5% FKS mit den Testsubstanzen in 
folgenden Konzentrationen pro Kavität pipettiert: 
C5a → 0,05 nM / 0,1 nM / 1 nM / 10 nM / 25 nM / 100 nM 
C9  →  0,001 nM / 0,01 nM / 0,1 nM / 1 nM / 10 nM / 100 nM 
Nach einer Stimulationsdauer von 6 h wurden die Überstände in Reaktionsgefäßen 
gesammelt. Die Überstände wurden bis zur Analyse bei –80 °C im Tiefkühlschrank 
aufbewahrt und die Reagenzien für den VEGF-ELISA wie folgt hergestellt: 
Für die Waschlösung wurden 20 ml konzentrierter Waschpuffer mit 480 ml H2O dest 
verdünnt. Für die Substratlösung wurden die Farbreagenzien A und B 15 min vor der 
Verwendung zu gleichen Teilen gemischt und im Dunkeln aufbewahrt. Für den VEGF-
Standard wurden 500 µl Standard (Ausgangskonzentration 2000 pg/ml) in 500 µl der 
Verdünnungslösung Calibrator Diluent RD5K aufgelöst und eine Verdünnungsreihe mit den 
Konzentrationen 1000 pg/ml bis 31,2 pg/ml hergestellt. 
In jede Kavität einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurde 50 µl der Verdünnungslösung Assay 
Diluent RD1W pipettiert. Danach 200 µl Standardproben in die Kontrollreihen (Reihe 1 und 2 
der Platte) und 200 µl der Überstände in die entsprechenden Kavitäten pipettiert. Die 96- 
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Mikrotiterplatte wurde 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden alle 
Überstände abgesaugt und die Kavitäten 3 mal mit 400 µl Waschlösung gewaschen. 200 µl 
Antikörper-Konjugat wurde in jede Kavität pipettiert, und die Platte wurde nochmals für 2 h 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang mit 400 µl Waschlösung 
wurden 200 µl Substratlösung in jede Kavität pipettiert, und die Platte wurde 20 min bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von 50 µl „stop solution“ wurde die 
optische Dichte bei 450 nm mit dem ELISA-Reader gemessen. Durch Vergleich mit den 
bekannten Konzentrationen der Standardreihe wurde die zu ermittelnde Antigen-
Konzentration (VEGF) in den Kulturüberständen errechnet. 
 
3.4.2. Western Blot 
3.4.2.1. Extraktherstellung 
 
In 4 Kavitäten einer 6-Loch-Mikrotiterplatte wurden 5x104 Zellen mit 2000 µl Medium F10 + 
10% FKS eingesät. Bei Konfluenz der Zellen wurden sie über Nacht (16 Stunden) 
ausgehungert. In Abständen von 30 min, 1 h, 2 h und 3 h wurden die Zellen mit den 
Substanzen PDGF, C5a und C9 stimuliert. Die Kontrolle blieb leer. Die Stimulation erfolgte 
im selben Medium, in dem sie ausgehungert wurden (1000 µl F10 ohne FKS). Nach Ablauf 
der Zeit wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und anschließend mit 500 µl kaltem PBS  
(-CaCl, -MgCl + 1% Pen/Strep) auf dem Taumler gewaschen. Danach wurde das PBS 
abgesaugt und 150 µl Lysepuffer/Kavität (s. Tabelle 4) hinzupipettiert und für 15 min bei 6°C 





5xBuffer (Tris-EDTA) 200 µl 
5xNaCl 200 µl 
5xSDS 100 µl + 100 µl PBS 
5xDOC  200 µl 
5xIgepal CA 630 200 µl 
Protease inhibitor cocktail 1:200 
Phosphatase inhibitor 10 µl/ml 
 
Tabelle 4: Zusammensetzung des Lysepuffers 
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Der Inhalt der Kavitäten einschließlich der Zellen, die vom Plattenboden mit einer 
Pipettenspitze gründlich abgekratzt wurden, wurde in beschrifteten 1,5 ml Reaktiongefäßen 
aufgefangen. Die Reaktionsgefäße zentrifugierten 10 min in der Kaltzentrifuge (4°C, 15.000 
min-1). 120 µl des Cytosol-Lysat-Gemisches wurden anschließend in ein neues 
Reaktionsgefäß umpipettiert und das Zellsediment verworfen. Das gesamte Vorgehen erfolgte 
auf einer Eisunterlage. 5 µl des Cytosol-Lysat-Gemisches wurden für die Bradford-
Proteinkonzentrationsbestimmung entnommen. Auf die verbliebenen 115 µl wurden im 
Verhältnis 1:5 reduzierender Laemmli-Puffer hinzupipettiert, kurz gemischt und zentrifugiert 
und im Thermoblock bei 100°C für 10 min gekocht. 
 
3.4.2.2. Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
 
Der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau liegt normalerweise in der roten Form vor und sein 
Absorptionsspektrum liegt bei maximal 470 nm. Erst wenn es sich an das Protein bindet, 
bildet es einen Komplex mit einem Absorptionsspektrum, das bei 595 nm liegt. 
Gemessen wird der Umschwung von freiem zu gebundenem Coomassie, wobei es allerdings 
zu Überlappungen der Absorptionsspektren beider Formen kommt und somit kein lineares 
Verhältnis zwischen Absorption und vorhandenem Protein besteht. 
Der Extinktionskoeffizient des Farbstoff-Protein-Komplexes ist sehr viel höher als der des 
freien Farbstoffes.  
Die Zunahme der Absorption bei 595 nm durch die Bildung des Komplexes kann gegen das 
freie Farbreagens photometrisch gemessen werden. Durch Vergleich mit einem bekannten 
Standard, der eine Eichkurve bildet und sich zum gesuchten Protein ähnlich verhält, kann die 
jeweilige Proteinkonzentration bestimmt werden. 
Die quantitative Proteinkonzentration wurde in diesem Versuch nach dem Bradford-
Verfahren (Bradford, 1976) bestimmt. Für die Standardreihe wurden je 15 µl Albumin 
(Protein Assay Standard II) mit einer Konzentration von 1,41 mg/ml und PBS gemischt, 
davon 5 µl in die Standardkavitäten pipettiert und 5 µl Cytosol-Lysat-Gemisch entsprechend 
ihrer Proben in die angrenzenden Kavitäten aufgetragen. Anschließend wurde 150µl 
Advanced Protein Assay Reagent, das zuvor 1:5 mit H2O dest verdünnt wurde, auf alle 
Kavitäten pipettiert. Die Extinktion der verschiedenen Proben wurde bei einer Wellenlänge 
von 595 nm bestimmt. Durch den Vergleich mit der Eichkurve des Standardproteins, konnten 
die jeweiligen Konzentrationen bestimmt werden. 
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3.4.2.3. SDS-Gelelektrophorese 
 
Bei der SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) nach Laemmli (1970) handelt es 
sich um eine Variante der Polyacrylamid-Gelelktrophorese, mit der Proteine entsprechend 
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Als Trennmedium dient ein Gel auf 
Polyacrylamidbasis. Die Proteine werden durch Inkubation mit SDS (Natriumdodecylsulfat) 
denaturiert. Eine SDS-Protein-Bindung entsteht und die stark negative Ladung von SDS 
nivelliert die Eigenladungen der Proteine, so dass alle Proteine gleich stark negativ geladen 
sind. Mit dieser Methode erhält man Informationen über das Molekulargewicht von 
Proteinmonomeren, da die Laufgeschwindigkeit der Proteine im Gel nur von der relativen 
Molekülmasse abhängig ist. 
 
Substanz Zusammensetzung Bemerkungen 
Sammelgelpuffer 
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 
15 g Tris 
100 ml H2O dest 
120 ml 1N HCl 
pH kontrollieren, auf 250 ml 
auffüllen 
Trenngelpuffer 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
45,38 g Tris 
100 ml H2O dest 
60 ml 1N HCl 




3 g Tris (25 mM) 
7,2 g Glycin  
200 ml Methanol 
mit H2O dest auf 1 l auffüllen, pH 
stellt sich selbst ein 
Laemmli Puffer 1,75ml Sammelgelpuffer  
1,5 ml Glycerin  
5 ml SDS (10 %) 
1,5 ml Mercaptoethanol  
1,25 ml gesättigte 
Bromphenolblaulösung 
 
SDS fertig  
APS 10% in H2O dest  
Aa/BAA fertig  
TEMED fertig  
 
Tabelle 5: Verbrauchslösungen für SDS-Page 
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Am Vortag der SDS-Gelelektrophorese wurde das Trenngel gegossen. Die beiden Glasplatten 
der Elektrophoresekammer und die beiden Abstandhalter wurden mit Ethanol gründlich 
gereinigt. Die Kammer wurde zusammengebaut und mit H2O auf Dichtigkeit überprüft. In 
einem Erlenmeyerkolben wurden die Substanzen für das Trenngel laut Anleitung (Tab. 6) 
zusammengemischt und 10 ml in jede Kammer gegossen. Anschließend wurde 1 ml H2O dest 
pro Kammer pipettiert, nach 1 h nochmals 2 ml H2O dest hinzupipettiert, um die 
Kapillarkräfte zu minimieren. Die Kammer mit dem Trenngel wurde feucht zugedeckt und im 
Kühlschrank über Nacht aufbewahrt. Am folgenden Tag ca 1 h vor Start der Elektrophorese, 
wurde das Wasser über dem Trenngel abgegossen, das Sammelgel laut Anleitung (Tab. 6) in 
einem Erlenmeyerkolben zusammengemischt, über das Trenngel bis zum oberen Rand der 








AA/BAA 1,95 8,325 
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 3,75  
Trenngelpuffer (pH 8,8)  6,23 
H2O dest 9,15 10 
10% SDS 0,15 0,25 
TEMED 0,018 0,025 
APS (10%) 0,075 0,12 
 
Tabelle 6: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel 
 
Durch das 4 %-ige Sammelgel über dem 10 %-igen Trenngel wird eine schärfere 
Bandentrennung erreicht. Die Matrix im Sammelgel besitzt größere Poren und einen anderen 
pH-Wert als das Trenngel. Darin wandern die Proteine schnell und ohne Auftrennung als 
einheitliche Bande. Mit Erreichen der Grenzfläche zum Trenngel läßt die Geschwindigkeit 
nach und wird nun abhängig vom Molekulargewicht der Proteine. Das Gel blieb ca 1 Stunde 
zum Polymerisieren bei Raumtemperatur stehen und wurde anschließend in der 
Elektrophoresekammer befestigt. Die Kammer wurde mit Transferpuffer aufgefüllt, der 
Kamm entfernt und die Probentaschen mit dem Puffer gespült. Die Spuren enthielten 20 µg, 
25 µg oder 30 µg Protein, die bereits über die Proteinmessung nach Bradford bestimmt 
wurden. Als Markerspur liefen am Rand und in der Mitte des Gels 5 µl des Standards 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder.  
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Nach dem Auftragen der Proben lief die Elektrophorese am Gerät Power PAC 1000 mit einer 
konstanten Spannung von 150 Volt für ca 15 min. Nachdem die Proteinfront (durch Laemmli-
Puffer blau angefärbt) das Trenngel erreicht hatte, wurde die Spannung auf 200 Volt erhöht. 
Die Elektrophorese dauerte weitere 50 min bis die ersten Proteinmoleküle den unteren 
Gelrand erreicht hatten. 
 
3.4.2.4. Western Blot 
 
Um die über SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennten Proteine mit einem 
Antikörper nachzuweisen, müssen die Proteine zunächst aus dem Gel auf eine geeignete 
Matrix mit hoher Proteinbindungskapazität transferiert werden. Der Transfer erfolgt auf 
elektrophoretischem Weg, dabei wird ein elektrisches Feld senkrecht zur ursprünglichen 
Laufrichtung angelegt, die Proteine laufen aus der Gelmatrix auf die Membran und werden 
gebunden. Mittels Immundetektion werden die Proteine visualisiert. Nach dem SDS-Page 
wurde die Gelkammer vorsichtig geöffnet, das Sammelgel vom Trenngel abgeschnitten und 
verworfen. Die Blotkammer wurde mit Transferpuffer (Tab. 7) gefüllt, Filterpapier und 
Schwämme in Transferpuffer getränkt.  
 
Substanz Zusammensetzung Bemerkungen 
Transferpuffer 
(pH 8,5) 
3 g Tris (25 mM) 
7,2 g Glycin 
200 ml Methanol 
mit H2O dest auf 1 l auffüllen, pH 
stellt sich selbst ein 
TBS-Puffer 
(pH 7,5) 
60,5 g Tris 
87,6 g NaCl 
mit H2O dest auf 1 l auffüllen, pH mit 
HCl einstellen 
TBST 0,1 % Tween 20  
AP-Puffer 
(pH 9,5) 
6,05 g Tris (100 mM) 
3 g NaCl 
0,508 g MgCl2 × 6H2O 
in 500 ml dest. H2O lösen pH 9,5 mit 
HCl einstellen 
Detektionslösung 
15 ml AP-Puffer 
50 µl BZIP 
100 µl NBT 
Menge berechnet für 2 Membranen 
 
Tabelle 7: Lösungen für WesternBlotting 
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Die PVDF-Membran wurde gleich groß wie das vorbereitete Trenngel zurechtgeschnitten, mit 
80%-igem Methanol benetzt, auf eins der Filterpapiere gelegt und mit Transferpuffer feucht 
gehalten. Das Blot-Sandwich wurde in folgender Anordnung zusammengebaut und in die 




















Für eine Wasserkühlung während des Blottingverfahrens sorgte eine Kühlspirale zwischen 
den beiden Blot-Sandwiches. Die Blotkammer wurde am Gerät Power PAC 1000 
angeschlossen mit konstanter Stromstärke von 280 mA für 1 h 15 min durchgeführt. Nach 
dem Transfer wurde die Membran mit einer Pinzette aus dem Blot-Sandwich entnommen, in 
einer Schale zuerst mit H2O dest, dann mit TBS (Tab. 7) kurz geschwenkt, um den 
Transferpuffer wegzuwaschen. Mit 25 ml eines TBST – RotiBlock – Gemisches im 
Verhältnis 1:10 musste die Membran blockiert werden, um unspezifische Antikörper-
Bindungen zu vermeiden. Die Schale wurde mit der Membran in der Blockierlösung für 2 h 
bei Raumtemperatur auf dem Taumler geschaukelt. Nun erfolgte die Inkubation mit dem 1. 
Antikörper. Die Membran wurde zusammen mit dem Antikörper in Folie eingeschweißt und 
bei einer Temperatur von 4°C über Nacht auf dem Taumler geschaukelt. 
Folgende Antikörperverdünnungen wurden verwendet (5 ml pro Membran): 
TBST – RotiBlock-Verdünnung (1:100) + Antikörper 1:1000 
für ERK 1/2- und phospho-ERK 1/2-Antikörper, Akt- und phospho-Akt-Antikörper und p38-
Antikörper 
TBST – RotiBlock-Verdünnung (1:100) + Antikörper 1:750 
für phospho-p38-Antikörper 
 
Am folgenden Tag wurden die Antikörperverdünnungen in Bluecaps aufgefangen, die 
Membranen kamen zurück in die Schalen und wurden sechsmal mit 12 ml TBST pro 
Membran für 5 min gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem 2. Antikörper.  
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Wie zuvor wurde die Membran mit der Antikörperlösung in Folie eingeschweißt und für 1 h 
auf dem Taumler geschaukelt. 
Folgende Antikörperverdünnung wurde verwendet (5ml/Membran): 
TBST-Roti-Block-Verdünnung (1:100) + Goat-Anti-Rabbit-Antikörper 1:1500  
 
Danach wurde die Membran mit 12 ml TBST sechs mal für 5 min gewaschen und 
anschließend in etwas AP-Puffer (Tab.7) geschwenkt, um TBST wegzuwaschen und die 
Membran zu äquilibrieren. Dann wurden die Membranen in 7 ml der Detektionslösung 
geschwenkt, bis die Banden sichtbar wurden. Nach dem Farbumschlag wurde die Lösung 
abgegossen, das Farbreagenz mit Wasser abgespült und die Membran getrocknet. 
 
3.5. Statistische Auswertung 
 
Die Grafiken stellen Mittelwert und Standardfehler SEM dar. Ein p-Wert kleiner als 5 % 
wurde als signifikant beurteilt und mit einem Stern symbolisiert. Die Analysen wurden mit 
dem Programm GraphPad Prism Version 2.01 durchgeführt, die Signifikanz durch Kruskal-
Wallis-Test und Dunn´s Multiple Comparison Test ermittelt. Die Grafiken wurden mittels 
CorelDRAW Version 9 erstellt. 
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4. ERGEBNISSE 
4.1. Genexpression von Blutgerinnungsfaktoren in RPE-Zellen 
 
Mit Hilfe von RT-PCR wurde untersucht, ob die totale RNA, die aus akut präparierten RPE-
Zellen und aus kultivierten RPE-Zellen isoliert wurde, Transkripte der Gene für 
Blutgerinnungsfaktoren und deren Rezeptoren enthält. Es wurde Material von 4 post-mortem 
Spendern ohne offensichtliche Augenerkrankungen sowie Material von RPE-Zellkulturen 
(Passagen 4 und 5) von 7 weiteren Spendern untersucht.  
 Sowohl akut präparierte (Abb. 4A) als auch kultivierte humane RPE-Zellen (Abb. 
4B) enthalten mRNA für die Gerinnungsfaktoren V, VII, VIII und X sowie für den 
Gewebefaktor (FIII). In akut präparierten RPE-Zellen wurde keine mRNA für Prothrombin 
(FII) detektiert (Abb. 4A). Prothrombin-mRNA konnte in 5 von 7 untersuchten RPE-
Zellkulturen nachgewiesen werden (Abb. 4B). Transkripte für Fibrinogen A konnten weder in 
akut präparierten noch in kultivierten RPE-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4A, B). 
Transkripte für Fibrinogen B waren nur in einem Teil der untersuchten Zellen detektierbar 




Abb. 4. Genexpression von Blutgerinnungsfaktoren und deren Rezeptoren in akut 
präparierten (A) und kultivierten humanen RPE-Zellen (B). Die Genexpression wurde mit 
RT-PCR nachgewiesen. Es wurde die totale RNA aus Zellen von zwei verschiedenen 
Spendern (1, 2 in A) bzw. Zellkulturen der Passagen 5 (1 in B) bzw. 4 (2 in B) verwendet. Die 
Negativkontrolle (-) enthielt zweifach destilliertes Wasser anstatt cDNA. Als Kontrolle für die 
Qualität der RNA wurden die Transkripte des GAPDH-Gens amplifiziert. EPR: effector cell 
peptidase receptor. F: Faktor. PAR: Protease-aktivierter Rezeptor. 
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 Akut präparierte (Abb. 4A) und kultivierte humane RPE-Zellen (Abb. 4B) enthalten 
Transkripte für zwei Thrombin-Rezeptoren (PAR1 und PAR3) sowie für einen Rezeptor für 
den aktivierten Gerinnungsfaktor X (EPR-1). Es konnte keine mRNA für die FXa- bzw. 
Thrombinrezeptoren PAR2 und 4 nachgewiesen werden (Abb. 4A, B). 
 Mit Hilfe von semiquantitativer Real-time-RT-PCR haben wir die 
Expressionsniveaus der Blutgerinnungsfaktoren in akut präparierten RPE-Zellen und 
kultivierten RPE-Zellen miteinander verglichen. Verschiedene Faktoren und Rezeptoren 
werden in akut präparierten und kultivierten RPE-Zellen unterschiedlich stark exprimiert 
(Abb. 5). Während FX und die Rezeptoren PAR3 und EPR-1 in kultivierten Zellen verstärkt 
exprimiert werden (erkenntlich am signifikant kleineren ∆CT-Wert im Vergleich zum Wert, 
der am Material aus akut präparierten Zellen ermittelt wurde), ist das Expressionsniveau des 
FVII-Gens in kultivierten Zellen kleiner als in akut präparierten Zellen (Abb. 5). 
 
 











Abb. 5. Vergleich der Expressionsniveaus von Blutgerinnungsfaktoren und deren Rezeptoren 
in akut präparierten (n=4) und kultivierten RPE-Zellen (n=5). Die Expression folgender Gene 
wurde mit Hilfe von semiquantitativer Real-time-RT-PCR untersucht: PAR1: Protease-
aktivierter Rezeptor-1. PAR3: Protease-aktivierter Rezeptor-3. EPR-1: effector cell peptidase 
receptor-1. FVII, FVIII, FX: Gerinnungsfaktoren VII, VIII und X. TF: Gewebefaktor. Eine 
Verkleinerung des ∆CT-Wertes bedeutet eine erhöhte Expression des Genes. ∆CT: cycle 
threshold number. Signifikante Unterschiede: ••P<0,01. 
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4.2. Genexpression von Komplementfaktoren in RPE-Zellen 
 
Mit Hilfe von RT-PCR wurde untersucht, ob die totale RNA, die aus akut präparierten und 
kultivierten RPE-Zellen isoliert wurde, Transkripte der Gene für verschiedene 
Komplementfaktoren und deren Rezeptoren enthält. Sowohl akut präparierte als auch 
kultivierte RPE-Zellen enthalten mRNA für die Komplementfaktoren C3, C5, C9, CFH und 
CFB (Abb. 6). Weiterhin enthalten die Zellen Transkripte der Gene für die Rezeptoren der 
Komplementfaktoren C3 und C5 (C3AR, C5AR) (Abb. 6).  
 
 




































Abb. 6. Genexpression von Komplementfaktoren und deren Rezeptoren in akut präparierten 
(a1, a2) und kultivierten humanen RPE-Zellen (c1, c2). Die Genexpression wurde mit RT-
PCR nachgewiesen. Die Expression folgender Gene wurde nachgewiesen: C3, C5, C9: 
Komplementfaktoren 3, 5 und 9; C3AR, C5AR: Rezeptoren für die Komplementfaktoren C3a 
und C5a; CFH, CFB: Komplementfaktoren H und B. Als Kontrolle für die Qualität der RNA 
wurden die Transkripte des GAPDH-Gens amplifiziert. Die Negativkontrolle (c) enthielt 
zweifach destilliertes Wasser anstatt cDNA. Es wurde die 5. (c1) bzw. 4. Passage (c2) von 
RPE-Zellkulturen verschiedener Spender untersucht. m: Marker.  













    C3                   C5                   C9                C3AR              C5AR              CFH                CFB 
 
 
Abb. 7. Vergleich der Expressionsniveaus von Komplementfaktoren und deren Rezeptoren in 
akut präparierten (n=3) und kultivierten RPE-Zellen (n=5). Die Expression folgender Gene 
wurde mit Hilfe von semiquantitativer Real-time-RT-PCR untersucht: C3, C5, C9: 
Komplementfaktoren 3, 5 und 9; C3AR, C5AR: Rezeptoren für die Komplementfaktoren C3a 
und C5a; CFH, CFB: Komplementfaktoren H und B. Eine Verkleinerung des ∆CT-Wertes 
bedeutet eine erhöhte Expression des Genes. ∆CT: cycle threshold number. Signifikante 
Unterschiede: ••P<0,01. 
 
Die Expressionsniveaus der Gene für Komplementfaktoren in akut präparierten RPE-Zellen 
und kultivierten RPE-Zellen wurden mit Hilfe von semiquantitativer Real-time-RT-PCR 
verglichen. Das Expressionsniveau der Gene für C5 und für die Rezeptoren C3AR und C5AR 
war in kultivierten RPE-Zellen signifikant kleiner als in akut präparierten Zellen (Abb. 7).  
 
 
4.3. Wirkung von Thrombin auf die Genexpression von Komplementfaktoren 
 
Um zu untersuchen, ob eine Aktivierung der Blutgerinnungskaskade eine Veränderung der 
Genexpression von Komplementfaktoren in RPE-Zellen bewirken könnte, wurden RPE-
Zellkulturen mit Thrombin stimuliert. Thrombin bewirkte in kultivierten RPE-Zellen eine 
signifikante Erhöhung der Genexpression von C9 (Abb. 8 und 9). Thrombin bewirkte 
weiterhin zeitabhängige Verkleinerungen in der Expression der Gene für C3, C5, CFH und 
CFB (Abb. 9).  






























Abb. 8. Repräsentatives Beispiel einer Real-time-RT-PCR zur Quantifizierung der 
Genexpression des Komplementfaktors C9. Die Zellen wurden 2 h mit Thrombin (10 U/ml) 
stimuliert. Das Expressionsniveau des Gens für GAPDH diente zur Normalisierung der 
Ergebnisse. Die unveränderte Anzahl der Zyklen zur Detektion der GAPDH-mRNA zeigt, 
dass Thrombin keine Wirkung auf das Expressionsniveau des Gen für GAPDH besitzt. Die 
Thrombinstimulation bewirkte im Vergleich zur unstimulierten Kontrollprobe eine 
Verkleinerung der Zyklenzahl, die zur Detektion der C9-mRNA benötigt wird. Die 
Verkleinerung der Zyklenzahl zeigt, dass das Expressionsniveau des Gens für C9 durch 





































      C3                 C5                   C9              C3AR            C5AR             CFH               CFB
 
Abb. 9. Wirkung von Thrombin auf die Genexpression von Komplementfaktoren und den 
Rezeptoren für C3a und C5a in kultivierten humanen RPE-Zellen. Die Zellkulturen wurden 
mit Thrombin (10 U/ml) für 2, 6 bzw. 24 h stimuliert. Die Expressionsniveaus wurden mit 
semiquantitativer Real-time-RT-PCR bestimmt und sind im Vergleich zur unstimulierten 
Kontrolle dargestellt. Die Expression folgender Gene wurde untersucht: C3, C5, C9: 
Komplementfaktoren 3, 5 und 9; C3AR, C5AR: Rezeptoren für C3a und C5a; CFH, CFB: 
Komplementfaktoren H und B. Signifikante Unterschiede zur unstimulierten Kontrolle:  
* P<0,05; ** P<0,01. 
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4.4. Wirkung von Thrombin auf die Expression von VEGF 
 
Es wurde weiterhin untersucht, ob Thrombin die Genexpression und Sekretion von VEGF in 
humanen RPE-Zellen beeinflusst. Eine Stimulation von RPE-Zellkulturen mit Thrombin 
bewirkte eine Erhöhung der Genexpression von VEGF-A und des VEGF-Rezeptors-1 (FLT1) 
(Abb. 10). Die Erhöhung der Expression des Gens für VEGF-A wurde nach zweistündiger 
Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von Thrombin beobachtet, während die erhöhte 
Genexpression von FLT1 nach zwei- und sechsstündiger Kultivierung nachgewiesen wurde 
(Abb. 10). Thrombin hatte keine Wirkung auf die Genexpression des VEGF-Rezeptors-2 
(KDR) (Abb. 10). 
 Die Sekretion von VEGF-Protein aus RPE-Zellen wurde mit ELISA untersucht. 
VEGF wird von RPE-Zellen unter unstimulierten Kontrollbedingungen sezerniert. Thrombin 
bewirkte eine konzentrationsabhängige Erhöhung der Sekretion von VEGF aus kultivierten 
RPE-Zellen (Abb. 11). Thrombin bei einer Konzentration von 10 U/ml verursachte eine 
Verdopplung des VEGF-Gehaltes der Kulturüberstände (Abb. 11). Es ist bekannt, dass die 
Sekretion von VEGF aus retinalen Zellen durch Hypoxie stimuliert wird (Witmer et al., 
2003). Chemische Hypoxie, die durch eine Zugabe von CoCl2 zum Kulturmedium induziert 
wurde, bewirkte eine Erhöhung der Sekretion von VEGF aus kultivierten RPE-Zellen (Abb. 
11). Eine gleichzeitige Gabe von CoCl2 und Thrombin in das Kulturmedium verursachte eine 
additive Stimulation der Sekretion von VEGF aus RPE-Zellen (Abb. 11).  
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Abb. 10. Wirkung von Thrombin auf die Genexpression von VEGF und VEGF-Rezeptoren in 
kultivierten humanen RPE-Zellen. Die Zellkulturen wurden mit Thrombin (10 U/ml) für 2, 6 
bzw. 24 h stimuliert. Die Expressionsniveaus der Gene wurden mit semiquantitativer Real-
time-RT-PCR bestimmt und sind im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle dargestellt. 
Thrombin erhöht die Genexpression von VEGF-A (links) und des VEGF-Rezeptors-1 (FLT1) 
(rechts). Die Genexpression des VEGF-Rezeptors-2 (KDR) wird durch Thrombin nicht 
beeinflusst (rechts). Die Daten sind Mittelwerte (+ SEM), die in 4-6 unabhängigen 
Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter 





Abb. 11. Wirkung von Thrombin auf die Sekretion von VEGF aus kultivierten humanen 
RPE-Zellen. Die Zellkulturen wurden mit Thrombin für 6 h stimuliert. Der Gehalt der 
Kulturüberstände an VEGF-A165-Protein wurde mit ELISA gemessen. Thrombin erhöht 
konzentrationsabhängig den Gehalt an VEGF-Protein im Kulturüberstand (links). Die 
Konzentrationen von Thrombin (in U/ml) sind in den Säulen ersichtlich. Rechts: Chemische 
Hypoxie (die durch Zugabe von 150 µM CoCl2 zum Kulturmedium induziert wurde) sowie 
Thrombin (10 U/ml) erhöhen den VEGF-Protein-Gehalt des Kulturmediums. Gleichzeitige 
Gabe von CoCl2 und Thrombin ergibt eine additive Erhöhung des Gehaltes an VEGF-Protein 
im Kulturüberstand. Die Konzentration von VEGF im Kulturüberstand, die unter 
unstimulierten Kontrollbedingungen gemessen wurde (100%), betrug 100-250 pg/ml. Die 
Daten sind Mittelwerte (+ SEM), die in 3-7 unabhängigen Experimenten mit Zellen von 
verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten 
Kontrolle: *P<0,05; **P<0,01. ●P<0,05. 
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4.5. Wirkung von Thrombin auf die Proliferation und Migration der RPE-Zellen 
 
Thrombin bis zu einer Konzentration von 10 U/ml hat keine Wirkung auf die 
Proliferationsrate von kultivierten human RPE-Zellen (nicht gezeigt). Thrombin stimuliert 
aber konzentratiosabhängig die Migration der RPE-Zellen (Abb. 12). Eine signifikante 
Stimulierung der Migration wurde bei Konzentrationen von 5 und 10 U/ml gefunden (Abb. 





Abb. 12. Wirkung von Thrombin auf die Migration von kultivierten humanen RPE-Zellen. 
Die Daten sind Mittelwerte (+ SEM), die in 5 unabhängigen Experimenten mit Zellen von 
verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten 
Kontrolle (100%): *P<0,05.  
 
 
4.6. Wirkung der Komplementfaktoren C5a und C9 auf die Sekretion von VEGF 
 
Zugabe des Komplementfaktors C5a zum Kulturmedium führte zu einer 
konzentrationsabhängigen Verkleinerung der Sekretion von VEGF-Protein aus RPE-Zellen 
(Abb. 13). Eine signifikante Verkleinerung der VEGF-Sekretion wurde bei Konzentrationen 
von 25 und 100 nM C5a gefunden (Abb. 13). 100 nM C5a bewirkte eine Verkleinerung der 
VEGF-Sekretion um ca. 50% (Abb. 13). Im Gegensatz zu C5a fanden wir bei Stimulierung 
der Kulturen mit C9 keine signifikanten Veränderungen der Sekretion von VEGF aus RPE-
Zellen (Abb. 14).  




































Abb. 13. Wirkung des aktivierten Komplementfaktors C5 (C5a) auf die Sekretion von VEGF 
aus kultivierten humanen RPE-Zellen. Die Zellkulturen wurden mit C5a für 6 h stimuliert. 
Der Gehalt der Kulturüberstände an VEGF-A165-Protein wurde mit ELISA gemessen. Die 
Konzentrationen von C5a (in nM) sind in den Säulen ersichtlich. Signifikanter Unterschied 






































Abb. 14. Wirkung des Komplementfaktors C9 auf die Sekretion von VEGF aus kultivierten 
humanen RPE-Zellen. Die Zellkulturen wurden mit C9 für 6 h stimuliert. Der Gehalt der 
Kulturüberstände an VEGF-A165-Protein wurde mit ELISA gemessen. Die Konzentrationen 
von C9 (in nM) sind in den Säulen ersichtlich. 
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4.7. Wirkung der Komplementfaktoren C5a und C9 auf die Proliferation und 
Migration der RPE-Zellen 
 
Die Wirkung der Komplementfaktoren auf die Proliferation der kultivierten RPE-Zellen 
wurde über eine Bestimmung des Einbaus von BrdU in die neu synthetisierte DNA 
untersucht. Zugabe von C5a (Abb. 15) bzw. C9 (Abb. 16) zum Kulturmedium bewirkte keine 
signifikanten bzw. nur minimale Veränderungen in der Proliferationsrate der Zellen. Als 
Positivkontrolle wurde der früher beschriebene proliferationsstimulierende Effekt von PDGF 
























































Abb. 15. Wirkung von C5a auf die Proliferation von kultivierten RPE-Zellen. Die Zellen 
wurden 24 h mit C5a in unterschiedlicher Konzentration stimuliert, und der Gehalt an 
eingebautem BrdU wurde gemessen. Als Positivkontrolle wurde die Wirkung von PDGF (10 
ng/ml), einem bekannten Mitogen für RPE-Zellen, getestet. Die Konzentrationen von C5a (in 
nM) sind in den Säulen ersichtlich. Die Daten sind Mittelwerte (+ SEM), die in 6 
unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. 
Signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: ***P<0,001. 


























































Abb. 16. Wirkung von C9 auf die Proliferation von kultivierten RPE-Zellen. Die Zellen 
wurden 24 h mit C9 in unterschiedlicher Konzentration stimuliert, und der Gehalt an 
eingebautem BrdU wurde gemessen. Als Positivkontrolle wurde die Wirkung von PDGF (10 
ng/ml), einem bekannten Mitogen für RPE-Zellen, getestet. Die Konzentrationen von C9 (in 
nM) sind in den Säulen ersichtlich. Die Daten sind Mittelwerte (+ SEM), die in 8 
unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. 
Signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: *P<0,05; ***P<0,001. 
 
 
 Zugabe von C5a (bis zu einer Konzentration von 100 nM) zum Kulturmedium führte 
zu keiner Veränderung der Migrationsrate der RPE-Zellen (Abb. 17). C9 bewirkte eine 
konzentratiosnabhängige Erhöhung der Migrationsrate der Zellen (Abb. 18). Es wurde eine 
starke Erhöhung der Migrationsrate beobachtet, wenn C9 in mittleren Konzentrationen 
getestet wurde (0,01 und 0,1 nM) (Abb. 17). In höheren und niedrigeren Konzentrationen 

































Abb. 17. Wirkung des Komplementfaktors C5a auf die Migration von kultivierten humanen 
RPE-Zellen. Die Konzentrationen von C5a (in nM) sind in den Säulen ersichtlich. Die Daten 
sind Mittelwerte (+ SEM), die in 7 unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen 
Spendern ermittelt wurden.  











































Abb. 18. Wirkung des Komplementfaktors C9 auf die Migration von kultivierten humanen 
RPE-Zellen. Die Konzentrationen von C9 (in nM) sind in den Säulen ersichtlich. Die Daten 
sind Mittelwerte (+ SEM), die in 5 unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen 
Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: *P<0,05.  
 
 
4.8. Aktivierung von Proteinkinasen 
 
Wir fanden, dass C9 konzentrationsabhängig die Migration von kultivierten RPE-Zellen 
stimuliert (Abb. 18) und dass C5a die Sekretion von VEGF inhibiert (Abb. 13). In einem 
ersten Ansatz zur Ermittlung der intrazellulären Signaltransduktionswege, die diese 
Wirkungen vermitteln, wurde mit Hilfe der Anfertigung von Western Blots untersucht, ob die 
Komplementfaktoren C5a und C9 den Phosphorylierungsgrad von Proteinkinasen 
beeinflussen. Hierfür wurden drei Kinasen ausgewählt: ERK1/2 (extracellular signal-
regulated protein kinases 1 and 2), p38 MAPK (p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase) und 
Akt; Akt ist eine Effektorkinase des Phosphatidylinositol-3-kinase/Akt-Signalweges. Es 
wurde früher gezeigt, dass PDGF eine Phosphorylierung dieser drei Proteinkinasen induziert 
(Hollborn et al., 2006). Diese Wirkungen von PDGF konnten in eigenen Untersuchungen 
reproduziert werden (Abb. 19). Im Gegensatz zu PDGF fanden wir keine verstärkte 
Phosphorylierung der Proteinkinasen, wenn die RPE-Zellkulturen mit C5a bzw. C9 stimuliert 
wurden (Abb. 19).  
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Abb. 19. PDGF, aber nicht die Komplementfaktoren C5a und C9, bewirkt eine 
Phosphorylierung der Akt- (oben), p38- (Mitte) und ERK1/2-Proteine (unten) in kultivierten 
humanen RPE-Zellen. Die Abbildungen zeigen repräsentative Western Blots. Die totalen 
Proteinmengen, die aus den Zellen isoliert wurden, sind jeweils oben dargestellt, während die 
phosphorylierten Proteine jeweils unten dargestellt sind. Die Zellen wurden für 30 min sowie 
für 1, 2 und 3 h mit C9 (50 nM), C5a (50 nM) bzw. PDGF (10 ng/ml) stimuliert. s: Standard; 
c: Kontrolle. 
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5. DISKUSSION 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass akut präparierte und kultivierte 
humane RPE-Zellen neben Komplementfaktoren und deren Rezeptoren (Abb. 6 und 7) auch 
Blutgerinnungsfaktoren und deren Rezeptoren (Abb. 4 und 5) auf mRNA-Ebene exprimieren. 
Zudem konnte gezeigt werden, dass Thrombin als zentrale Protease der 
Blutgerinnungskaskade verschiedene Wirkungen auf kultivierte humane RPE-Zellen besitzt, 
die bei der Pathogenese der AMD eine Rolle spielen könnten: es beeinflusst die 
Genexpression von Komplementfaktoren (Abb. 9), von VEGF und dem VEGF-Rezeptor-1 
(Abb. 10), und es stimuliert die Migration der RPE-Zellen (Abb. 12). Darüberhinaus konnten 
wir zeigen, dass der aktivierte Komplementfaktor 5 die Sekretion von VEGF aus RPE-Zellen 
inhibiert (Abb. 13) und dass der Komplementfaktor 9 konzentrationsabhängig die Migration 
der Zellen stimuliert (Abb. 18). C5a und C9 haben keine Wirkung auf den 
Phosphorylierungsgrad bestimmter intrazellulärer Signaltransduktionsmoleküle (Akt, p38 
MAPK, ERK1/2) in RPE-Zellen (Abb. 19).  
 
5.1. Genexpression von Blutgerinnungsfaktoren in RPE-Zellen 
 
Akut präparierte und kultivierte humane RPE-Zellen enthalten Transkripte für Faktoren des 
extrinsischen Weges der Blutgerinnungskaskade (Abb. 3): Gewebefaktor (FIII), FV, FVII und 
FX (Abb. 4). Wenn die Zellen auch die Proteine dieser Faktoren exprimieren, ist es 
wahrscheinlich, dass die Zellen im Falle einer Schädigung (z.B. der Bruchschen Membran) 
eine Aktivierung der extrinsischen Blutgerinnungskaskade vermitteln, wenn Prothrombin und 
Fibrinogen aus dem Serum bereitgestellt werden. Obwohl die Zellen auch Transkripte für den 
Faktor VIII enthalten (Abb. 4), ist es unwahrscheinlich, dass RPE-Zellen eine Aktivierung der 
intrinsischen Blutgerinnungskaskade vermitteln, da Transkripte für den Faktor IX in akut 
präparierten Zellen nicht nachgewiesen werden konnten (Abb. 4). Die Annahme, dass RPE-
Zellen eine die Blutgerinnung vermittelnde Zelloberfläche besitzen, könnte erklären, warum 
bei klinischen Fällen von CNV Fibrinablagerungen um das RPE zu beobachten sind (Lafaut et 
al., 2000; Schlingemann, 2004).  
 Die Unterschiede in den Expressionsniveaus der Blutgerinnungsfaktoren und deren 
Rezeptoren zwischen akut präparierten und kultivierten RPE-Zellen (Abb. 5) könnten auf die 
Kulturbedingungen zurückzuführen sein. Sie könnten auch ein Hinweis darauf sein, dass die 
Expression von Blutgerinnungsfaktoren und deren Rezeptoren durch Faktoren reguliert wird, 
die in situ aus dem umgebenden Gewebe (Photorezeptoren, Choroidea) sezerniert werden.  
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 Unsere Ergebnisse bestätigen früher publizierte Daten (Scholz et al., 2004b), dass 
kultivierte RPE-Zellen die Thrombin-Rezeptoren PAR1 und PAR3 exprimieren (Abb. 4B). In 
unseren Untersuchungen konnte auch gezeigt werden, dass akut präparierte RPE-Zellen PAR1 
und PAR3 exprimieren (Abb. 4A). Dies könnte darauf hindeuten, dass diese Rezeptoren 
funktionelle Bedeutung für RPE-Zellen in situ besitzen. PAR3 wird normalerweise nicht 
durch Thrombin aktiviert, ist aber ein notwendiger Kofaktor für die Thrombin-vermittelte 
Aktivierung von PAR4 (Nakanishi-Matsui et al., 2000). Daher nehmen wir an, dass die 
Wirkungen von Thrombin auf das RPE über eine Aktivierung von PAR1 vermittelt werden. 
Dies konnte in früheren Studien für die Thrombin-induzierte Expression von VEGF gezeigt 
werden (Bian et al., 2007). Unsere Untersuchungen zeigen weiterhin, dass akut präparierte 
und kultivierte RPE-Zellen einen Rezeptor für den Gerinnungsfaktor FXa (EPR-1) 
exprimieren (Abb. 4A, B). Bis jetzt sind keine zellulären Wirkungen von FXa auf RPE-Zellen 
beschrieben worden. Ob die Aktivierung von EPR-1 zelluläre Wirkungen im RPE besitzt, 
muss in zukünftigen Untersuchungen nachgewiesen werden. Aus anderen Zellsystemen ist 
bekannt, dass neben Thrombin auch die Gerinnungsfaktoren FVIIa und FXa 
proinflammatorisch wirken, wahrscheinlich über eine Aktivierung der PAR (Chu, 2005). In 
verschiedenen Zellsystemen wurde gefunden, dass eine Aktivierung der PAR die Expression 
von proinflammatorischen Faktoren wie TNF und Interleukinen, von chemotaktischen 
Faktoren (z.B. MCP-1), Adhäsionsmolekülen (ICAM-1, VCAM-1, Selektine usw.) und 
Wachstumsfaktoren (VEGF, PDGF, bFGF usw.) induziert (Chu, 2005). 
Gerinnungshemmende Mittel oder eine Blockade der PAR haben anti-inflammatorische 
Wirkungen (Chu, 2005). In der Netzhaut haben gerinnungshemmende Mittel anti-
inflammatorische Wirkungen und verringern die Bildung von Fibrin (Maeno et al., 2000; 
Yamashiro et al., 2001; Miyahara et al., 2003).  
 
5.2. Genexpression von Komplementfaktoren in RPE-Zellen 
 
In den vorliegenden Untersuchungen wurde gefunden, dass akut präparierte und kultivierte 
RPE-Zellen die Komplementfaktoren C3, C5 und C9 sowie die regulatorischen 
Komplementfaktoren CFB und CFH auf mRNA-Ebene exprimieren (Abb. 6). Zudem 
enthalten die Zellen Transkripte für die Rezeptoren der aktivierten Komplementfaktoren C3 
und C5 (C3AR, C5AR) (Abb. 6). Sollten die RPE-Zellen die Proteine dieser Faktoren und 
Rezeptoren exprimieren, wäre das RPE in situ eine Quelle und ein Ziel einer lokalen 
Aktivierung der Komplementkaskade. Die Wirkung von C5a auf die Sekretion von VEGF 
(Abb. 13) spricht dafür, dass die kultivierten RPE-Zellen den Rezeptor für C5a auch auf 
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Proteinebene exprimieren. Die Unterschiede in den Expressionsniveaus der 
Komplementfaktoren und ihrer Rezeptoren zwischen akut präparierten und kultivierten RPE-
Zellen (Abb. 7) weisen darauf hin, dass die Genexpression durch die Kulturbedingungen 
und/oder durch lokale Faktoren in situ reguliert wird. Unsere Untersuchungen bestätigen die 
Daten von früheren Studien, die zeigen konnten, dass kultivierte humane RPE-Zellen bzw. 
RPE-Zelllinien verschiedene Komplementfaktoren wie C3, CFH und CFB sowie den 
Rezeptor für C5a exprimieren (Fukuoka und Medof, 2001; Chen et al., 2007, 2008; Kim et al., 
2009; Wang et al., 2009; Kociok und Joussen, 2010; Juel et al., 2011; Lau et al., 2011).   
 
5.3. Wirkung von Thrombin auf kultivierte RPE-Zellen 
 
Thrombin ist in verschiedenen Geweben ein zentraler Faktor, der Prozesse der Blutgerinnung, 
Inflammation, Angiogenese und Wundheilung miteinander verbindet (Shoji et al., 1998; 
Dugina et al., 2002; Maragoudakis et al., 2002). Intraokuläre Injektion von Thrombin 
induziert eine schwere Inflammation (Kim et al., 1994; Olsen et al., 1996). Für die Retina ist 
bekannt, dass Thrombin neben der Produktion von Fibrin die Angiogenese und die Öffnung 
der Blut-Retina-Schranke über rezeptorvermittelte zelluläre Effekte stimuliert. Thrombin 
potenziert die VEGF-induzierte Proliferation und Migration von vaskulären Endothelzellen, 
indem es die Expression der VEGF-Rezeptoren erhöht (Tsopanoglou und Maragoudakis, 
1999). Es trägt zur Entwicklung eines Ödems bei, indem es die vaskuläre Permeabilität erhöht 
(Musashi et al., 2005), die Bildung von interzellulären Spalten in der RPE-Schicht induziert 
und die Expression von VEGF in den RPE-Zellen stimuliert (Sakamoto et al., 1994; Bian et 
al., 2007). Die Applikation eines Thrombininhibitors reduziert die durch eine 
photodynamische Therapie ausgelöste vaskuläre Permeabilität (Musashi et al., 2005). 
Thrombin induziert in RPE-Zellen die Sekretion von Wachstumsfaktoren, von Interleukinen 
und chemotaktischen Faktoren für Leukozyten, und fazilitiert die Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten zwischen RPE-Zellen und Monozyten (Yoshida et al., 1992, 2001; Campochiaro et 
al., 1994; Scholz et al., 2004a). 
 In unseren Untersuchungen fanden wir mehrere Wirkungen von Thrombin auf 
kultivierte humane RPE-Zellen: Thrombin bewirkt Veränderungen in der Genexpression von 
Komplementfaktoren (Abb. 8 und 9), eine Erhöhung der Genexpression von VEGF und des 
VEGF-Rezeptors-1 (Abb. 10), eine erhöhte Sekretion von VEGF-Protein (Abb. 11) sowie 
eine Stimulierung der Migration der Zellen (Abb. 12). Thrombin erhöht die Genexpression 
von C9 (Abb. 8 und 9) und bewirkt zeitabhängige Verkleinerungen in der Genexpression von 
C3, C5, CFH und CFB (Abb. 9). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression von  
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Komplementfaktoren im RPE durch eine Aktivierung der Blutgerinnungskaskade verändert 
wird. Falls die Genexpressionsveränderungen sich im Level der Proteine widerspiegeln 
sollten, würden die vorliegenden Ergebnisse erwarten lassen, dass die aktiverte 
Blutgerinnungskaskade die Entwicklung eines subretinalen Ödems und einer CNV über 
mehrere Mechanismen stimuliert. Dazu gehören die Thrombin-induzierte Erhöhung der 
Expression und Sekretion von VEGF sowie die Thrombin-vermittelte Stimulierung der 
Migration der RPE-Zellen (die bei der Bildung der CNV-Membranen eine Rolle spielt). Die 
aktivierte Blutgerinnungskaskade könnte weiterhin indirekt über eine Veränderung der 
Expression von Komplementfaktoren eine subretinale Neovaskularisierung stimulieren, d.h. 
eine Thrombin-induzierte Erhöhung der Expression von C9 könnte die Migration der RPE-
Zellen stimulieren (Abb. 18), während eine Thrombin-induzierte Verkleinerung der 
Expression von C5 indirekt zu einer verstärkten Sekretion von VEGF führen könnte (Abb. 
13). Die durch Thrombin bewirkte erhöhte Genexpression des VEGF-Rezeptors-1 (Abb. 10) 
könnte die Entwicklung einer CNV positiv oder negativ beeinflussen (Shen et al., 2006; 
Nozaki et al., 2006b; Bian et al., 2007). Die Wirkung von aktivierten Blutgerinnungsfaktoren 
auf das RPE und die eventuelle Abhängigkeit dieser Wirkungen von durch das RPE 
produzierten Komplementfaktoren bedürfen weiterer Aufklärung.  
 Unsere Ergebnisse bestätigen fühere Studien, die zeigen konnten, dass Thrombin 
eine Expression bzw. Sekretion von VEGF aus RPE-Zellen induziert (Bian et al., 2007). 
Diese Wirkung von Thrombin wurde auch in anderen Zellsystemen gefunden (Wang et al., 
2010). Hypoxie ist ein wichtiger Faktor, der eine Expression von VEGF in retinalen Zellen 
induziert (Aiello et al., 1995; Eichler et al., 2000; Witmer et al., 2003). Wir fanden in unseren 
Untersuchungen, dass die Sekretion von VEGF aus kultivierten RPE-Zellen sowohl durch 
Thrombin als auch durch CoCl2 (das eine chemische Hypoxie auslöst) stimuliert wird (Abb. 
11). Eine gleichzeitige Gabe von Thrombin und CoCl2 bewirkte eine additive Erhöhung der 
VEGF-Sekretion (Abb. 11). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Effekte von 
Thrombin und CoCl2 über unterschiedliche intrazelluläre Signaltransduktionswege vermittelt 
werden. In situ könnte eine Aktivierung der Blutgerinnungskaskade die hypoxische Sekretion 
von VEGF aus RPE-Zellen potenzieren.  
 Thrombin wurde klinisch als ein therapeutisches Mittel für das Verschließen von 
Makulalöchern getestet (Olsen et al., 1996). Der Verschluss von Netzhautlöchern oder -rissen 
könnte durch die stimulierende Wirkung von Thrombin auf die Migration von RPE-Zellen 
(Abb. 12) unterstützt werden.  
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5.4. Wirkung von Komplementfaktoren auf kultivierte RPE-Zellen 
 
Die Pathogenese der AMD ist mit einer lokalen und systemischen Aktivierung der 
alternativen Komplementkaskade verbunden (Johnson et al., 2000, 2001; Hageman et al., 
2001; Anderson et al., 2002; Scholl et al., 2008). Da RPE-Zellen Komplementfaktoren 
exprimieren (Abb. 6), ist es sehr wahrscheinlich, dass eine lokale Komplementaktivierung 
durch von RPE-Zellen sezernierten Faktoren verursacht werden kann. Die lokale 
Komplementaktivierung trägt zu einer Entzündungsreaktion und zu einer Gewebeschädigung 
im Bereich des RPE und der Choroidea bei. Wir fanden in unseren Untersuchungen, dass der 
aktivierte Komplementfaktor C5 konzentrationsabhängig die Sekretion von VEGF aus 
kultivierten RPE-Zellen inhibiert (Abb. 13), während der Komplementfaktor C9 
dosisabhängig die Migration der RPE-Zellen stimuliert (Abb. 17). Beide Komplementfaktoren 
hatten keine Wirkungen auf die Proliferation von kultivierten RPE-Zellen (Abb. 15 und 16). 
Dies steht im Einklang mit der fehlenden Wirkung beider Faktoren auf den 
Phosphorylierungsgrad von ERK1/2 (Abb. 19); diese Proteinkinasen vermitteln intrazellulär 
proliferationsstimulierende Signale zum Zellkern (Milenkovic et al., 2003; Hollborn et al., 
2004a; Hauck et al., 2006). C5a hat auch in choroidalen vaskulären Endothelzellen keinen 
Effekt auf Zellproliferation und -migration (Skeie et al., 2010).  
 Die inhibierende Wirkung von C5a auf die Sekretion von VEGF (Abb. 13) steht im 
Gegensatz zu früher publizierten Daten, nach denen C5a die VEGF-Sekretion aus ARPE-19-
Zellen (einer humanen RPE-Zelllinie) stimuliert (Cortright et al., 2009). Die Ursache für diese 
entgegengesetzten Befunde ist unklar; wahrscheinlich stehen sie in Zusammenhang mit den 
unterschiedlichen Zelltypen, die bei den Untersuchungen benutzt wurden. Es ist auch bekannt, 
dass C5a die Expression verschiedener chemotaktischer und inflammatorischer Faktoren in 
ARPE-19-Zellen erhöht, u.a. von MCP-1 und den Interleukinen 1ß, 6 und 8 (Fukuoka und 
Medof, 2001; Fukuoka et al., 2003). In einer aktuellen Studie fanden Langer et al. (2010), 
dass C5a als Angiogeneseinhibitor wirken kann. Dabei wirkt C5a über eine Stimulation von 
Makrophagen, die die antiangiogene Wirkung vermitteln. Dabei blockieren die C5a-
stimulierte Makrophagen den VEGF-Rezeptor-1; somit kann keine Bindung zwischen VEGF 
und seinem Rezeptor stattfinden und die Signalübertragung zur Angiogenese wird 
unterbunden (Langer et al., 2010). Die migrationsstimulierende Wirkung von C9 (Abb. 18) 
könnte eine Bedeutung haben für die Ausbildung subfovealer CNV-Membranen in situ. Es 
sind aber weitere Untersuchungen notwendig, um die zellulären Wirkungen verschiedener 
Komplementfaktoren auf das RPE zu klären.  
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5.5. Bedeutung der Ergebnisse für das Verständnis der Pathogenese und 
Behandlung der feuchten AMD 
 
Eine erfolgreiche, aber teure und monatlich anzuwendende Therapie der CNV ist die 
intravitreale Injektion von Anti-VEGF-Antikörpern oder anderen Mitteln, die die Wirkung 
von VEGF inhibieren (Campa und Harding, 2011; Chiang und Regillo, 2011). Diese kann mit 
älteren Therapiemethoden (photodynamische Therapie mit Verteporfin, intravitreale Steroide; 
Chan et al., 2009; Maberly et al., 2009) kombiniert werden (Antoszyk et al., 2008; Schmidt-
Erfurth et al., 2008; Miller, 2010; Han et al., 2010; Das et al., 2011). Anti-VEGF-Therapien 
führen zu einer Verbesserung des Sehvermögens eines Teils der Patienten. Da diese 
Therapien aber relativ neu sind, gibt es verschiedene, bis jetzt nicht gelöste Probleme, die u.a. 
die Sicherheit dieser Therapien betreffen. Da VEGF als neuroprotektiver Faktor im neuralen 
Gewebe wirkt (Yasuhara et al., 2004; Storkebaum et al., 2004), könnte es durch die Therapie 
zu einer kompensatorischen Stimulation von anderen pathogenen Signalwegen kommen. 
VEGF wird zudem konstitutiv vom RPE an die Choroidea abgegeben, um die choroidalen 
Blutgefäße fenestriert zu halten (Burns und Hartz, 1992; Roberts und Palade, 1995; Esser et 
al., 1998; Blaauwgeers et al., 1999). Im Tiermodell und in Zellkultur wurden verschiedene 
negative Wirkungen von VEGF-Antagonisten beobachtet, z.B. eine Verminderung der 
Schrankenfunktion der RPE-Zellen (Miura et al., 2010), eine Reduktion der phagozytotischen 
Aktivität der RPE-Zellen (Klettner et al., 2010) und eine Reduktion der Fenestrierung 
choroidaler Blutgefäße, die zu einer Hypoxie der äußeren Netzhaut führen könnte (Peters et 
al., 2007). Bei einer Subpopulation von Patienten wurden nach intravitrealer Injektion von 
VEGF-Antagonisten Risse im RPE festgestellt (Gelisken et al., 2009). Diese Ergebnisse 
sowie die enorme ökonomische Last dieser Therapie lassen es notwendig erscheinen, 
Untersuchungen zur Sicherheit der Anti-VEGF-Therapien durchzuführen sowie 
therapeutische Mittel zu finden, die über eine Beeinflussung von anderen angiogenen 
Signalwegen eine zusätzliche antiangiogene Wirkung entfalten, so dass die Dosis und/oder 
die Frequenz der Anti-VEGF-Therapie reduziert werden kann (Miller, 2010). Die Ergebnisse 
der vorliegenden Untersuchungen lassen vermuten, dass das aktivierte Blutgerinnungssystem 
eine angiogene Aktivität besitzt (z.B. über eine Thrombin-induzierte Stimulierung der VEGF-
Sekretion aus RPE-Zellen; Abb. 11) und an der Ausbildung von CNV-Membranen beteiligt 
ist, indem z.B. Thrombin die Migration der RPE-Zellen anregt (Abb. 12). Über die Thrombin-
induzierte Expression von C9 (Abb. 9) könnte das aktivierte Blutgerinnungssystem auch die 
Aktivierung des Komplementsystems im RPE beeinflussen. Eine Stimulation der Sekretion 
von VEGF aus RPE-Zellen könnte auch über die Thrombin-induzierte Herunterregulation von 
DISKUSSION   52
C5 (Abb. 9) vermittelt werden. Die lokale Aktivierung des Blutgerinnungssystems im RPE 
könnte ein ursächlicher Faktor für die Pathogenese der exsudativen Form der AMD darstellen. 
Mittel, die die Thrombin-Wirkung blockieren, könnten somit als Begleittherapie für die Anti-
VEGF-Behandlung der CNV eingesetzt werden, so dass die Frequenz bzw. die Dosis der 
Anti-VEGF-Therapie verringert werden könnte. 
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Die altersabhängige Makuladegeneration (AMD) ist die hauptsächliche zur Erblindung 
führende Erkrankung der Netzhaut bei älteren Menschen in den Industriestaaten. 90% der 
Patienten leiden an der sog. trockenen Form der altersabhängigen Makuladegeneration; hier 
kommt es zu einer geographischen Atrophie des retinalen Pigmentepithels (RPE) mit 
nachfolgender Degeneration der Netzhaut. Bei ca. 10% der Patienten entwickelt sich die 
feuchte (exsudative) Form der AMD, die durch eine von den choroidalen Blutgefäßen 
ausgehende Neovaskularisierung unterhalb der Fovea gekennzeichnet ist (choroidale 
Neovaskularisation, CNV). Dabei wachsen neue Blutgefäße durch die Bruchsche Membran 
unter das RPE bzw. durch das geschädigte RPE in den Subretinalraum.  
 
Degenerative und entzündliche Veränderungen des RPE spielen bei der Pathogenese der 
AMD eine zentrale Rolle. Aufgrund von Lipofuszinablagerungen im RPE und von 
Lipidablagererungen unterhalb des RPE (Drusen) wird der Transport von Sauerstoff und 
Stoffwechselprodukten zwischen der Choroidea und den Photorezeptoren gestört. Dies 
bewirkt eine Hypoxie in der äußeren Netzhaut. Die Hypoxie induziert die Produktion und 
Freisetzung von löslichen angiogenen Faktoren, die das Wachstum von Blutgefäßen anregen 
und die Blut-Netzhaut-Schranke öffnen. Der hauptsächliche angiogene Faktor ist der 
vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), der vor allem von den RPE-Zellen 
ZUSAMMENFASSUNG   54
freigesetzt wird. Die Hypoxie und das subretinale Ödem bzw. die ödematöse RPE-Abhebung 
bewirken längerfristig eine Degeneration der Photorezeptoren und eine Erblindung der 
Patienten.  
 
Zur Therapie der CNV werden neben konservativen Methoden (photodynamische Therapie 
mit Verteporfin, intravitreale Steroide) seit einigen Jahren Mittel eingesetzt, die die 
angiogenen Wirkungen von VEGF inhibieren. Neuere Untersuchungen weisen zudem darauf 
hin, dass eine lokale und systemische Aktivierung der alternativen Komplementkaskade ein 
pathogener Faktor der Drusenbildung und der geographischen Atrophie des RPE sein könnte. 
Die pathogenen Faktoren, die zur Pathogenese der exsudativen AMD führen, sind bis jetzt 
weit weniger untersucht. Es ist bekannt, dass bei der CNV eine Fibrinmatrix gebildet wird, die 
die auswachsenden Blutgefäße und das RPE umgibt. Es wird angenommen, dass die 
Fibrinablagerungen eine Rolle bei der Stimulierung des Wachstums der Gefäße spielen.  
 
Es ist bekannt, dass RPE-Zellen Komplementfaktoren exprimieren, die bei der lokalen 
Aktivierung der Komplementkaskade eine Rolle spielen könnten. Es ist aber bis jetzt nicht 
bekannt, ob RPE-Zellen auch Faktoren des Blutgerinnungssystems exprimieren und ob 
Thrombin (der Gerinnungsfaktor IIa) die Expression von VEGF und von 
Komplementfaktoren im RPE beeinflussen kann. Die Ziele der vorliegenden Dissertation 
waren daher:  
 
● Nachweis der mRNA-Expression von Blutgerinnungs- und Komplementfaktoren im RPE; 
● Nachweis der Wirkung von Thrombin auf physiologische Parameter der RPE-Zellen, die 
bei der Ausbildung von choroidalen neovaskulären Membranen eine Rolle spielen 
(Expression von VEGF, Expression von Komplementfaktoren, Proliferation und Migration 
der RPE-Zellen); und 
● Nachweis der Wirkung der Komplementfaktoren C5a und C9 auf die Sekretion von VEGF 
und die Proliferation und Migration der RPE-Zellen.  
 
Für die Untersuchungen der Genexpression wurden akut präparierte und kultivierte humane 
RPE-Zellen verwendet. Die Untersuchung der Wirkung von Thrombin bzw. der 
Komplementfaktoren wurden an kultivierten humanen RPE-Zellen (maximal Passage 5) 
durchgeführt. Der mRNA-Gehalt der Zellen wurde mittels RT-PCR untersucht; 
Veränderungen im mRNA-Gehalt wurden mit semiquantitativer Real-time-RT-PCR 
nachgewiesen. Die Sekretion von VEGF wurde mit ELISA untersucht, die Proliferation und 
Migration der Zellen mit entsprechenden Kulturassays.  
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Genexpression von Blutgerinnungsfaktoren im RPE 
Sowohl akut präparierte als auch kultivierte humane RPE-Zellen enthalten mRNA für die 
Gerinnungsfaktoren V, VII, VIII und X sowie für den Gewebefaktor (FIII). In akut 
präparierten RPE-Zellen wurde keine mRNA für Prothrombin (FII) gefunden. Prothrombin-
mRNA konnte in 5 von 7 untersuchten RPE-Zellkulturen nachgewiesen werden. mRNA für 
Fibrinogen A konnte in akut präparierten RPE-Zellen nicht nachgewiesen werden. Transkripte 
für Fibrinogen B waren nur in einem Teil der untersuchten Zellen nachweisbar. Die 
Ergebnisse machen es wahrscheinlich, dass RPE-Zellen Faktoren der extrinsischen 
Blutgerinnungskaskade exprimieren. Eine Expression dieser Faktoren in der Zellmembran 
würde darauf hinweisen, dass RPE-Zellen eine Zelloberfläche besitzen, die die Bildung von 
Thrombin und Fibrin katalysiert, wenn Prothrombin und Fibrinogen aus dem Serum 
bereitgestellt werden.  
 
Akut präparierte und kultivierte humane RPE-Zellen exprimieren Rezeptoren für Thrombin 
(Protease-aktivierter Rezeptor [PAR] 1 und 3) sowie einen Rezeptor für den aktivierten 
Gerinnungsfaktor X (effector cell peptidase receptor [EPR]-1). Es wurde keine mRNA für die 
FXa- bzw. Thrombinrezeptoren PAR2 und 4 nachgewiesen.  
 
Genexpression von Komplementfaktoren im RPE 
In akut präparierten und kultivierten RPE-Zellen konnte das Vorhandensein der mRNA für 
zentrale Faktoren des alternativen Weges und der Endstrecke der Komplementkaskade (C3, 
C5, C9) nachgewiesen werden. Weiterhin enthalten die Zellen mRNA für die Rezeptoren der 
Komplementfaktoren C3 und C5 (C3AR, C5AR) sowie mRNA für die 
komplementregulatorischen Faktoren CFH und CFB. Die Ergebnisse zeigen, dass RPE-Zellen 
Komplementfaktoren und deren Rezeptoren auf mRNA-Niveau exprimieren. Im Falle der 
Expression der Proteine könnte es unter inflammatorischen Bedingungen zu einer lokalen 
Aktivierung der Komplementkaskade im RPE kommen.  
 
Wirkung von Thrombin auf die Genexpression von Komplementfaktoren 
Stimulation von kultivierten RPE-Zellen mit Thrombin führte zu einer signifikanten 
Erhöhung der mRNA-Expression von C9. Thrombin bewirkte weiterhin zeitabhängige 
Verkleinerungen in der mRNA-Expression von C3, C5, CFH und CFB. Diese Ergebnisse 
zeigen, dass Thrombin zelluläre Wirkungen auf RPE-Zellen besitzt (wahrscheinlich über eine 
Aktivierung von PAR1) und dass die mRNA-Expression von Komplementfaktoren in RPE-
Zellen durch Thrombin reguliert wird.  
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Wirkung von Thrombin auf die Expression von VEGF 
Stimulation von RPE-Zellkulturen mit Thrombin bewirkte eine zeitabhängige Erhöhung der 
mRNA-Expression von VEGF-A sowie des VEGF-Rezeptors-1 (FLT1). Thrombin hatte 
keine Wirkung auf die mRNA-Expression des VEGF-Rezeptors-2 (KDR). Thrombin bewirkte 
eine konzentrationsabhängige Erhöhung der Sekretion von VEGF-Protein aus RPE-Zellen. 
Eine Erhöhung der VEGF-Sekretion wurde auch unter chemischer Hypoxie (induziert durch 
Zugabe von CoCl2 zum Kulturmedium) beobachtet. Gleichzeitige Gabe von CoCl2 und 
Thrombin führte zu einer additiven Stimulation der Sekretion von VEGF. Der additive Effekt 
zeigt, dass Thrombin und Hypoxie die Sekretion von VEGF über verschiedene intrazelluläre 
Signalwege bewirken. In situ würde eine Aktivierung der Gerinnungskaskade die hypoxische 
Sekretion von VEGF aus RPE-Zellen potenzieren.  
 
Wirkung von Thrombin auf die Proliferation und Migration der RPE-Zellen 
Thrombin hatte keine Wirkung auf die Proliferation der RPE-Zellen. Zugabe von Thrombin 
zum Kulturmedium stimulierte konzentrationsabhängig die Migration der Zellen.  
 
Wirkung der Komplementfaktoren C5a und C9 auf die Sekretion von VEGF 
Zugabe des aktivierten Komplementfaktors C5 zum Kulturmedium führte zu einer 
konzentrationsabhängigen Verkleinerung der Sekretion von VEGF-Protein aus RPE-Zellen. 
Nach Zugabe von C9 zum Kulturmedium konnten keine signifikanten Veränderungen in der 
Sekretion von VEGF beobachtet werden. 
 
Wirkung der Komplementfaktoren C5a und C9 auf die Proliferation und Migration der 
RPE-Zellen 
Zugabe von C5a zum Kulturmedium bewirkte keine signifikanten Veränderungen der 
Proliferation und Migration der RPE-Zellen. Zugabe von C9 hatte minimale Effekte auf die 
Proliferation der Zellen. C9 bewirkte aber in mittleren Konzentrationen (0,01 und 0,1 nM) 
eine starke Erhöhung der Migrationsrate der RPE-Zellen.  
 
Die Ergebnisse zeigen, dass RPE-Zellen neben Faktoren der Komplementkaskade auch 
Faktoren des extrinsischen Weges der Blutgerinnungskaskade auf mRNA-Ebene exprimieren. 
Weiterhin wurde eine Genexpression von Rezeptoren für die Gerinnungsfaktoren Thrombin 
(PAR1, PAR3) und FXa (EPR-1) sowie für die Komplementfaktoren C3 und C5 (C3AR, 
C5AR) gefunden. Eine Aktivierung der Gerinnungs- und Komplementkaskaden sollte daher 
lokale Wirkungen auf das RPE besitzen. Diese Wirkungen bestehen in der Stimulation der 
Sekretion des angiogenen Faktors VEGF aus RPE-Zellen (Thrombin) und der Migration der 
Zellen (Thrombin, C9). Bei der Pathogenese der CNV ist VEGF der hauptsächliche Faktor, 
der die Proliferation der choroidalen vaskulären Endothelzellen stimuliert, während 
migrierende RPE-Zellen an der Ausbildung der subfovealen choroidalen neovaskulären 
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Membranen beteiligt sind.  
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen darüberhinaus, dass eine aktivierte 
Blutgerinnungskaskade über die Wirkung von Thrombin die Expression von 
Komplementfaktoren in RPE-Zellen verändert. Die Thrombin-induzierte Erhöhung der 
Expression von C9 könnte die Migration der RPE-Zellen während der Ausbildung der 
neovaskulären Membranen stimulieren. Über eine Herunterregulation von C5 könnte 
Thrombin die Sekretion von VEGF aus RPE-Zellen stimulieren. Die lokale Aktivierung des 
Blutgerinnungssystems im RPE könnte ein ursächlicher Faktor für die Pathogenese der 
exsudativen Form der AMD darstellen. Thrombininhibitoren könnten als Begleittherapie für 
die Anti-VEGF-Behandlung der CNV eingesetzt werden, um diese Behandlung effektiver und 
kostengünstiger zu gestalten.  
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